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La isquemia cerebral es un problema de salud pública que ocasiona discapacidades a 
corto y largo plazo y mortalidad en los casos más extremos. Parte del mecanismo celular 
que desencadena la deprivación sanguínea en eventos isquémicos está relacionado con 
la excitotoxicidad del glutamato, la continua activación del receptor NMDA y el efecto 
citotóxico del calcio al interior de las células del tejido afectado. En la investigación doctoral 
de Reyes y colaboradores del 2015, dos péptidos diseñados in silico a partir de la 
neurotoxina conantokina G, el EAR16 y EAR18, demostraron tener actividad antagonista 
sobre el receptor NMDA y se postularon como candidatos a agentes neuroprotectores 
dirigidos a isquemia cerebral. En este trabajo se busca explorar esta posible actividad 
neuroprotectora de los péptidos EAR16 y EAR18, empleando la técnica de imagen de 
calcio en cultivos in vitro de neuronas hipocampales de embriones de rata Wistar. Los 
resultados muestran un efecto en la regulación del calcio del péptido EAR16 a eventos 
isquémicos in vitro, sin evidenciarse un claro efecto neuroprotector. Inesperadamente, se 
encuentra que el péptido control EAR7 presenta un efecto en la regulación del calcio, con 
un claro incremento en la viabilidad celular y un posible efecto neuroprotector en isquemia 
in vitro. 
 
Palabras clave: Isquemia cerebral, agentes neuroprotectores, receptor N-Metil-D-
Aspartato, conantokina G, síntesis de péptidos en fase sólida, imagen de calcio, simulación 







The stroke is a health public problem, causes short and long term disability and mortality 
in the extreme cases. Part of the cellular mechanism that trigger the blood deprivation in 
ischemic events is related with the excitotoxic effect of the glutamate, the constant 
activation of the NMDA receptor and the cytotoxic effect of the calcium inside the affected 
tissue cells. In 2015, Reyes et. al. investigation, two peptides designed in silico from the 
neurotoxin conantokin G, EAR16 and EAR18, have showed antagonist activity over the 
NMDA receptor and postulating as neuroprotective agent candidates target stroke disease. 
This work pursues the exploration of this possible neuroprotector activity of the peptides 
EAR16 and EAR18, using the in vitro calcium imaging technique on primary cultures of rat 
hippocampal neurons. The results show an effect on the calcium regulation by the peptide 
EAR16 in ischemic events in vitro, without evidencing a clear neuroprotective effect. 
Unexpectedly, the control peptide EAR7 has an effect on calcium regulation, with a clear 
increase in cell viability and a possible neuroprotective effect in ischemia in vitro. 
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La isquemia cerebral es un accidente de tipo cerebrovascular y una de las principales 
causas de mortalidad y discapacidad de largo plazo a nivel mundial. Cada año ocurren 
alrededor de 15 millones de accidentes relacionados con isquemia cerebral, de los cuales 
cerca del 45% son víctimas mortales y 30% son pacientes que terminan con algún tipo de 
discapacidad (1, 2). Según la Organización Mundial de la Salud-OMS (2, 3), la mayor 
cantidad de casos se reportan en países poco desarrollados con importantes deficiencias 
en el área de la salud, tanto en la tecnología requerida para los tratamientos como en 
campañas preventivas de factores causantes de este tipo de lesiones (2). La isquemia 
ocasiona una reducción parcial o total del flujo sanguíneo del tejido, disminuyendo la 
cantidad de nutrientes, de oxígeno (O2) y de energía disponibles en las células afectadas. 
Esta deprivación crea un microambiente anaeróbico, acumulando toxinas y metabolitos 
productos de la actividad neuronal, que no logran desecharse correctamente, alterando las 
funciones normales a nivel celular (3-5).  
 
Dado a que los principales tratamientos para la isquemia cerebral se han enfocado en 
restablecer el flujo sanguíneo del cerebro (6), algunos efectos negativos no se logran 
controlar en la reperfusión sanguínea. La inflamación de la penumbra (tejido menos 
afectado) y el aumento de radicales libres tipo especies reactivas de oxígeno (ROS) y de 
nitrógeno (RNS), producen estrés oxidativo en las neuronas que vienen de un ambiente 
mínimo de O2, generándose el daño por reperfusión (4, 5, 7). Estos efectos no se tienen 
en cuenta en las terapias por reperfusión mecánica y pueden explicar los bajos porcentajes 
de recuperación de los pacientes sometidos a este tipo de tratamientos (8-50%), así como 
las ventanas de tiempo para su uso, generalmente restringido entre tres y ocho horas (8). 
El uso de sustancias que son capaces de proteger a las células afectadas durante el evento 
isquémico, o agentes neuroprotectores (9), que inhiben un blanco específico e inhiben su 
actividad en el proceso de muerte celular, es una alternativa que se ha contemplado para 
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combinarse con los tratamientos actuales, con el fin de aumentar las probabilidades de 
éxito en la recuperación de pacientes, estimulando la supervivencia celular y estabilizando 
la región de penumbra (4).  
 
El aumento en la investigación de la fisiopatología de la isquemia ha permitido identificar 
blancos moleculares específicos que al ser bloqueados, inhibidos o activados, pueden 
generar una respuesta neuroprotectora, con resultados prometedores en ensayos in vitro 
e in vivo, pero con poco éxito en fases clínicas (5, 10). Estos blancos pueden clasificarse 
según el proceso vinculado: (i) la inhibición de la excitotoxicidad del glutamato, 
directamente relacionado con la continua activación de receptores tipo NMDA y AMPA, (ii) 
la disminución de radicales libres y (iii) la prevención del proceso de muerte celular (5, 11). 
 
El receptor NMDA (NMDAR) está involucrado en el transporte de calcio al interior de la 
neurona, en donde tiene funciones como segundo mensajero, interviniendo en cascadas 
de señalización, activación positiva o negativa de proteínas en compartimentos bien 
definidos, como mitocondria, retículo endoplasmático (depositos intracelulares de calcio) y 
núcleo (expresión génica), así como la exocitosis de vesículas donde se almacenan los 
neurotransmisores en neuronas presinápticas (12, 13). Por su evidente importancia en los 
procesos celulares, el calcio intracelular, [Ca2+]i, es fuertemente regulado por mecanismos 
moleculares, almacenamiento en depósitos intracelulares y bombas ATPasas. Los niveles 
basales de [Ca2+]i de las neuronas, entre 50 y 100nM, se incrementan entre 10 a 100 veces 
cuando hay actividad eléctrica (13). Sin embargo, al ocurrir un evento isquémico, la 
disminución de fuentes energéticas afecta directamente la producción de adenosin 
trifosfato (ATP), y con esto, los mecanismos de regulación del [Ca2+]i, aumentando 
constantemente los niveles intracelulares del calcio y llegando a tener un efecto citotóxico 
en la neurona. Este efecto crea un desbalance en los potenciales de membrana plasmática 
y mitocondrial, activando proteínas pro-apoptóticas y las rutas de muerte celulares. La 
muerte que se da en las células afectadas puede ser mediante el proceso de apoptosis 
que evita el detrimento del tejido; sin embargo, a bajos niveles de ATP disponible, se 
favorecerá el proceso de necrosis, aumentando la inflamación del tejido y por tanto el daño 





Uno de los aspectos más importantes que está implicado en la falta de eficacia de 
tratamientos dirigidos al bloqueo de receptores glutamatérgicos en los ensayos clínicos es 
la poca selectividad que tienen, observándose efectos secundarios no deseados (11). Una 
aproximación interesante a estos tratamientos involucra a los antagonistas competitivos 
que se unen al dominio de unión a ligando, en donde los agonistas glutamato y glicina 
tienen acción, como es el caso de las conantokinas (16). La familia de péptidos de 
conantokina son neurotoxinas de origen natural con actividad antagonista a los NMDARM 
la conantokina G (Con-G) es un péptido de 17 residuos, aislado del veneno del molusco 
gasterópodo marino Conus geographus, antagonista selectivo de la subunidad GluN2B 
(17). A partir de la interacción entre Con-G y GluN2B, se ha demostrado 
experimentalmente que los residuos NT definen la afinidad del ligando, mientras que los 
residuos de la región S2 extracelular de la subunidad (E658-I815), específicamente los 
residuos M739 y K755, tienen importancia en la unión de la Con-G (18, 19). Por las 
propiedades antagonistas de esta neurotoxina, los derivados del péptido se postulan como 
farmacóforos de interés para regular el NMDAR.  
 
En este trabajo de investigación se contempló la síntesis de los péptidos EAR16 y EAR18, 
diseñados previamente por Reyes y colaboradores (20), empleando la metodología de 
síntesis de péptidos en fase sólida, SPPS (21), y los ensayos de estos en cultivos primarios 
de neuronas de hipocampo, aplicando el modelo de isquemia in vitro de deprivación de 
oxígeno-glucosa (OGD). A su vez, mediante el uso de la técnica de imagen de calcio (13), 
se planteó determinar cualitativamente los niveles de [Ca2+]i en neuronas sometidas a un 
estrés isquémico, para relacionarlos con la posible actividad neuroprotectora de los 
péptidos. Por último, para reforzar los estudios bioinformáticos llevados a cabo en el Grupo 
de Investigación en Proteínas-GRIP, se realizó el acoplamiento molecular de la Con-G y 
los péptidos EAR16 y EAR18, con la estructura tridimensional del NMDAR, 5FXH, 
publicada en la base de datos Protein Data Bank-PBD, para comparar los resultados 
previos con referencias actualizadas al año 2016, además de explorar posibles 
modificaciones puntuales sobre la neurotoxina en el diseño de nuevos péptidos. 
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1. Estado del Arte 
1.1 Isquemia cerebral 
La isquemia cerebral o stroke es una enfermedad causada por accidentes vasculares que 
interrumpen el flujo sanguíneo normal del cerebro o de algún órgano del sistema nervioso 
central (SNC). Es usualmente causado por la explosión de vasos sanguíneos o el bloqueo 
por coágulos, cúmulos de grasa o trombos, disminuyendo el suministro de oxígeno y 
nutrientes y causando un daño al tejido. Entre los factores de riesgo de lesiones isquémicas 
se tienen los problemas de hipertensión, diabetes, obesidad y alcoholismo (2).  
 
La OMS define stroke como “el rápido desarrollo de signos clínicos de perturbación focal 
o global de la función cerebral, que dura más de 24 horas o que conduce a la muerte, sin 
causa aparente distinta a la del origen vascular” (22, 23). Sin embargo, esta definición se 
ha puesto en debate debido a los avances en el entendimiento de la naturaleza, el tiempo 
y el reconocimiento clínico del accidente cerebrovascular, por lo cual se puede contemplar 
a la isquemia como una agrupación de accidentes que varían en origen y tiempos de 
acción, incluyendo los episodios por infarto focal o isquemia, por hemorragia (intracerebral, 
subaracnoidea) o por trombosis venosa cerebral. El infarto del SNC se define como la 
muerte celular atribuida a la isquemia en cerebro, medula espinal o retina (24). 
 
Los síntomas del evento isquémico varían según la ubicación del infarto y están 
directamente ligados a cualquier alteración neurológica, incluyendo debilidad o 
entumecimiento de las extremidades, alteración del habla, perdida visual o alteración del 
equilibrio (25). En Colombia se estima que las enfermedades cerebrovasculares ocupan el 




mortalidad por accidentes hemorrágicos de 18,06/100.000 habitantes en mujeres y de 
18,65/100.000 habitantes en hombres, mientras que, por accidentes isquémicos, valores 
de 16,81/100.000 habitantes en mujeres y de 18,10/100.000 habitantes en hombres, según 
datos del 2014 del Observatorio Nacional de Salud-ONS (26).   
 
De manera general, el infarto focal afecta a dos regiones del tejido, diferenciados y 
desarrollados en el tiempo: (i) el centro del infarto y (ii) la penumbra. El flujo normal de 
sangre al cerebro es de 50-55mL/100g tejido/min, y las neuronas pueden sobrevivir a 
23mL/100g tejido/min (~40%); por debajo de estos valores se desencadena la cascada de 
señalización de muerte celular relacionadas con hipoxia (5). 
 
En el centro del infarto ocurre la deprivación de sangre más importante, alrededor de 
12mL/100g tejido/min (~20%), generando una compleja señalización intracelular 
multicomponente. Dado que las neuronas demandan una alta cantidad de energía, cerca 
del 20% del total corporal (27), la disminución de fuentes energéticas como la glucosa 
(Glc), afecta directamente la fosforilación oxidativa y la producción de ATP, 
disminuyéndose a menos del 25% de los valores basales. Esto lleva al malfuncionamiento 
de proteínas dependientes de ATP, entre ellas proteínas encargadas de la regulación de 
cationes como bombas ATPasas y canales iónicos de membrana. Esto lleva al desbalance 
en la concentración de iones al interior de la neurona; mientras K+ sale de las neuronas, 
Na+, Ca2+ y Cl- entran (28), modificando el gradiente eléctrico y químico. Finalmente, este 
cambio produce la pérdida del potencial de membrana plasmática y afecta el potencial 
mitocondrial, disminuye el pH de la célula y promueve el proceso de muerte celular (29). 
Así mismo, como consecuencia de la pérdida del potencial de membrana, ocurre una 
continua liberación de neurotransmisores al espacio extracelular, incluido el glutamato 
(Glu), que tiene un efecto excitotóxico en células vecinas e incluso en la región de 
penumbra (29). El exceso de Glu aumenta el flujo de Ca2+ al interior de la célula, que a su 
vez tiene un efecto citotóxico, activando rutas de muerte celular en neuronas, células 
gliales y endoteliales, deteriorando irreversiblemente el tejido en el proceso conocido como 
pan-necrosis, fase final del desarrollo del infarto (7, 29, 30).  
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La penumbra es la región circundante al centro del infarto que presenta una disminución 
menos contundente de anabolitos, O2 y ATP, este último conservando niveles entre el 50 
al 70% del normal (29). La excitotoxicidad del Glu, que activa continuamente los receptores 
ionotrópicos glutamatérgicos (5, 11), amplifican el daño derivado de la isquemia, al 
contribuir con la despolarización de la membrana plasmática (7), siendo una de las 
principales causas de degeneración progresiva en el tiempo. Por estas razones, el tejido 
que comprende la penumbra tiene un alto riesgo de sufrir el proceso de muerte celular. Sin 
embargo, las neuronas de esta región pueden sobrevivir en un ambiente mínimo de O2 por 
un tiempo limitado y poseen un metabolismo energético parcial (7), reconociéndose a la 
penumbra como un tejido viable en riesgo (24). Debido a estos argumentos nace el interés 
de desarrollar tratamientos dirigidos a la penumbra, ya que este conjunto de células tiene 
el potencial de ser recuperadas de eventos isquémicos (9). 
1.2 Receptor NMDA 
El NMDAR hace parte de la familia de receptores activados por Glu o glutamatérgicos y 
permite el paso de iones Ca2+ y Na+ al interior de la neurona. Está involucrado en la 
despolarización de la membrana plasmática y contribuye a la transmisión del pulso 
eléctrico o potencial de acción de la red neuronal. Su función normal en el transporte de 
calcio está ligado al proceso de sinaptogénesis, de remodelamiento sináptico dependiente 
de la experiencia y plasticidad sináptica, como la potenciación (LTP) y la depresión (LTD) 
a largo plazo, procesos que se relacionan con el aprendizaje y la memoria (31). 
 
Funcionalmente es un heterotetrámero compuesto por dos subunidades GluN1 (A-B) y/o 
GluN3 (A-B) y dos subunidades que pueden variar entre las isoformas de GluN2 (A-D), 
todas ellas codificadas por diferentes genes (32). Topológicamente las subunidades se 
constituye de cuatro dominios (33): (i) el dominio amino terminal (ATD), ubicado al exterior 
de la neurona, (ii) el dominio de unión a ligando (LBD), donde los agonistas se unen a las 
subunidades para activar al receptor, (iii) el dominio transmembranal (TMD) que define el 
poro transmembranal y que contiene el bloqueo endógeno de Mg2+, y (iv) el dominio carboxi 
terminal (CTD), ubicada en la cara citoplasmática de la célula y que posee motivos 





Los agonistas modifican conformacionalmente al receptor, permitiendo la activación del 
canal iónico y el paso de los cationes al interior de la neurona. Sin embargo, para que el 
NMDAR se active se deben presentar tres eventos principales en la neurona: (i) que ocurra 
una despolarización previa de la membrana plasmática por la activación del AMPAR y la 
entrada de iones Na+, (ii) la liberación del ion Mg2+ del poro del receptor, proceso 
dependiente de voltaje (34, 35), y finalmente, (iii) la unión simultanea de los co-agonistas 
glicina (Gly) al LBD de GluN1 (GluN3) y Glu al LBD de GluN2 (32).  
 
Las diferentes conformaciones del NMDAR se encuentran distribuidas dependiendo de la 
región de la neurona, de la ubicación en el SNC y de la edad; las subunidades GluN2B se 
expresan en las primeras etapas del desarrollo del organismo y están asociadas a 
señalizaciones de muerte neuronal, mientras que la subunidad GluN2A se expresa de 
forma gradual al madurar el organismo y están asociadas a señalizaciones que promueven 
la sobrevivencia celular (36-38). En diferentes investigaciones se ha sugerido que la 
mayoría de las subunidades expresadas en los espacios extrasinápticos son GluN2B (11, 
38), por lo cual contribuye al aumento de la excitotoxicidad del Glu (34, 38, 39).  
1.3 Antecedentes 
Diversos estudios han demostrado que la acumulación de Glu contribuye con la muerte 
neuronal en eventos isquémicos, debido al ya mencionado efecto excitotóxico. En el centro 
del infarto, la despolarización ocasionada por la continua liberación del Glu generan un 
hinchamiento de las dendritas y del soma de las neuronas, aumentando la muerte celular 
por necrosis y la inflamación del tejido. Estas señales pueden expandirse a la región de 
penumbra, generando un daño progresivo en el tiempo. En cultivos celulares y ensayos in 
vivo, los antagonistas del Glu, los bloqueadores del NMDAR y de complejos moleculares 
de la cascada intracelular, disminuyen el efecto excitotóxico y citotóxico en las células de 
la región de penumbra, aumentando su posibilidad de recuperación (4, 5, 11, 28-31). El 
NMDAR está involucrado en el flujo de calcio en diversos desórdenes neurológicos, 
insultos y enfermedades neurodegenerativas, siendo además uno de los principales 
responsables en la muerte neuronal asociado a isquemia focal y global (31, 40, 41). 
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A pesar de que los tratamientos dirigidos a isquemia cerebral han tenido buenos resultados 
en ensayos in vitro e in vivo en modelos animales, han fallado al aplicarse en pruebas 
clínicas de humanos, observándose poca diferencia entre los controles-placebos y los 
tratamientos. La diferencia fundamental entre los ensayos en modelos animales y las fases 
clínicas en humanos se pueden explicar por diversos factores: (i) la baja selectividad de 
algunos compuestos, que no solo actúan en células afectadas por la isquemia, sino que 
de igual manera altera procesos celulares en células normales, trayendo consigo efectos 
secundarios no deseados, (ii) la complejidad celular del cerebro y de los daños que se 
presentan en el sistema vascular, (iii) la heterogeneidad de los casos tratados, debido a 
las diferencias genotípicas entre las poblaciones humanas como entre humanos y los 
modelos animales, (iv) la disponibilidad de los medicamentos en la región afectada, ya que 
se deben tener en cuenta factores de transporte en un tejido con un bajo suministro de 
sangre, y (v) los tiempos de aplicación de los tratamientos en los modelos animales, que 
se llevan a cabo a tiempos bien definidos antes o a un corto plazo de pasada la isquemia, 
mientras que en ensayos clínicos se tienen unos lapsos de tiempo difíciles de definir entre 
la deprivación y el tratamiento (4, 5).  
 
Estrategias neuroprotectoras que afecten específicamente la interacción de la subunidad 
GluN2B del NMDAR con proteínas intracelulares que promueven la muerte celular se han 
estudiado previamente. La interacción entre el NMDAR, la proteína de densidad 
postsináptica, PSD95 y la óxido nítrico sintetasa neuronal, nNOS, genera un complejo 
intracelular que sirve como señal neurotóxica en eventos isquémicos, relacionando la 
actividad del NMDAR con la producción de NO. Al interrumpir esta interacción se puede 
controlar la excitotoxicidad del Glu y su efecto negativo en las neuronas, sin la necesidad 
de bloquear totalmente la actividad del NMDAR, hecho perjudicial para las neuronas, tanto 
afectadas como no afectadas. Según el estudio de Aarts del 2002 (42), al estudiar esta 
interacción, se sintetizó la secuencia consenso del dominio de la subunidad GluN2B blanco 
de la PSD95, y se fusionó con una secuencia de 11 residuos de la proteína Tat (cell-
membrane transduction domain) del virus de inmunodeficiencia adquirida HIV-1, 
permeable a la membrana celular, obteniéndose el péptido Tat-NR2B9c y la proteína fusión 
pTat-PDZ1-2, derivada de los dominios PDZ 1-2 (dominio tipo PSD95, Dlg1 y zo-1) de 




de cultivos de células corticales, encontrando flujos de entrada de calcio por la activación 
del NMDAR, con una notoria disminución en la muerte neuronal. De igual manera, se 
observó una disminución en el volumen infartado en ratas sometidas a cirugía de oclusión 
de la arteria media cerebral (MCAO) empleando al péptido en el tratamiento. 
 
Por otra parte, en los estudios de Tu del 2010 (43) se demostró que la interacción del 
NMDAR con DAPK1 (protein-quinasa asociada a muerte celular 1) ocurre en eventos 
isquémicos, asociándose con la subunidad GluN2B y formando un complejo que aumenta 
la actividad de canal iónico del NMDAR. La deleción del gen de DAPK1 demuestra una 
protección de cultivos de células corticales ante una deprivación por OGD o un estímulo 
con NMDA/Gly. La neuroprotección de péptidos derivados Tat-NR2BCT bloqueó 
específicamente la unión entre DAPK1 y GluN2B, disminuyendo la fosforilación en S1303 
y el flujo de calcio al interior de la neurona. Las dosis de este péptido disminuyeron 
sustancialmente el volumen afectado por el infarto en ratones sometidos a MCAO. 
 
En el Grupo de Investigación en Proteínas de la Universidad Nacional de Colombia, GRIP, 
se han llevado a cabo varios acercamientos experimentales a la interacción del NMDAR 
con ligandos peptídicos. En el trabajo experimental de Reyes del 2015 (20), se diseñaron 
racionalmente péptidos a partir de análisis bioinformático, teniendo en cuenta la interacción 
entre el receptor NMDA y proteínas que intervienen en la señalización intracelular de 
muerte celular; de igual manera se evaluaron modificaciones puntuales sobre la Con-G 
que interacciona con el extremo NT del receptor, expuesto al espacio extracelular. De la 
librería de péptidos diseñados, dos derivados de Con-G, EAR16 y EAR18, de interés por 
sus resultados en ensayos electrofisiológicos de patch-clamp, observándose la 
conservación de la afinidad de estos péptidos por la subunidad GluN2B y demostrándose 
la actividad antagonista, disminuyendo efectivamente las corrientes evocadas por NMDA, 
tanto en cultivo primario de neuronas de hipocampo como en células HEK transfectadas 
con las subunidades GluN2B y GluN2A del receptor (20).  
1.4 Hipótesis 
Los péptidos derivados de Con-G, por modificaciones puntuales sobre la secuencia, tienen 
un efecto neuroprotector sobre neuronas sometidas a condiciones in vitro de isquemia 
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cerebral. A partir de esta hipótesis surge la pregunta de investigación: ¿Qué efecto 
producen los péptidos derivados de Con-G al momento de interactuar con el receptor 
NMDA de neuronas sometidas a condiciones in vitro de isquemia cerebral? 
1.5 Objetivos 
GENERAL: Evaluar in vitro el efecto neuroprotector de los péptidos sintéticos derivados de 
conantokina G, EAR16 y EAR18, en eventos de isquemia cerebral mediante el modelo de 
deprivación de oxigeno-glucosa, OGD. 
 
ESPECÍFICOS: 
 Sintetizar los péptidos derivados de Con-G empleando síntesis de péptidos en fase 
sólida Fmoc. 
 Obtener el cultivo primario de neuronas hipocampales de embriones de rata que 
contenga la subunidad GluN2B para los ensayos in vitro de isquemia. 
 Evaluar el efecto de la interacción entre los péptidos sintetizados y el receptor 
NMDA en modelo in vitro de isquemia. 
 Explorar, mediante el empleo de herramientas bioinformáticas, modificaciones 
adicionales sobre la secuencia de la Con-G que permita proponer nuevas 






2. Síntesis de péptidos en fase sólida, SPPS 
2.1 Generalidades 
Los péptidos, al igual que las proteínas, son biomoléculas compuestas por aminoácidos, 
diferenciándose en el número de residuos que lo conforman, generalmente entre los 2 y 
los 50 (44). Estas moléculas pueden ser lineales o cíclicas, tener modificaciones 
postraduccionales y cumplir diversas funciones biológicas. En la biosíntesis peptídica se 
reconocen dos procesos celulares: (i) la traducción, a partir de una secuencia intermediaria 
de ARNm, producida en la transcripción genética y reconocida por los ribosomas, que 
llevan a cabo la síntesis del enlace peptídico desde el extremo NT al CT de la molécula; (ii) 
el proceso no ribosomal, propio de bacterias y hongos, en donde la síntesis se da por 
enzimas especializadas a cada péptido, llamadas sintetasas de péptidos no ribosomales 
(NRPS), siendo un proceso independiente de ARNm, usualmente generando péptidos 
cíclicos, con aminoácidos no proteogénicos y enlaces diferentes al peptídico y al puente 
disulfuro (45). De igual manera se reconoce la degradación de proteínas por acción de 
proteasas, que generan pequeños fragmentos peptídicos con actividad biológica o de 
importancia en procesos inmunológicos (46). 
 
Por la alta demanda en investigación de péptidos con función biológica, se hizo necesario 
el desarrollo de una técnica sintética a partir de la química orgánica para su obtención. La 
síntesis de péptidos ha sido un área de amplia investigación desde principios del siglo 
pasado, con la síntesis del primer dipéptido, pasando por la laboriosa síntesis en fase 
líquida de múltiples pasos de purificación, hasta llegar al desarrollo de la síntesis de 
péptidos en fase sólida (SPPS) de Merrifield (47), así como de materiales, soportes, 
reactivos y tecnologías que mejoran la técnica y la calidad de los productos (48).  
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La SPPS requiere el uso de un soporte polimérico, que sea resistente a la tracción 
mecánica, inerte, insoluble y a la vez que pueda hincharse con solventes orgánicos; debe 
contener un espaciador o linker con un grupo reactivo tipo -XH (donde X es un nucleófilo), 
de donde parte el crecimiento del péptido en dirección CT - NT (49). El procedimiento de 
síntesis se lleva a cabo en dos ciclos: (i) el ciclo de acople, en el cual se adiciona el residuo 
deseado (i, i+1, i+2, …, i+n) al extremo CT, a partir de la reacción entre el grupo nucleófilo 
amina, primaria en la resina o alfa-amina del aminoácido desprotegido ya anclado a la 
resina, con el grupo carboxilo del aminoácido que se quiere acoplar, activado con un buen 
grupo saliente tipo éster, formandose el enlace amida o peptídico, y (ii) el ciclo de 
desprotección en el cual, con solución básica, se remueve el grupo protector Fmoc del 
extremo NT del péptido anclado a la resina, que permite iniciar nuevamente el ciclo de 
acople con el siguiente aminoácido en la secuencia para continuar con la elongación del 
péptido.  
2.2 Metodología 
Para la síntesis de los péptidos propuestos, EAR16, EAR18 y EAR7 (control negativo), se 
empleó la metodología SPPS, descrito extensamente en literatura (21, 50-52), empleando 
el grupo protector basicolábil fluorenilmetiloxicarbonilo, Fmoc (53-55). Para la síntesis se 
empleó la resina Fmoc-Rink Amida (aapptec), los aminoácidos protegidos Fmoc (aapptec), 
los activadores diciclohexilcarbodiimida (DCC, Merck), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt, 
aapptec), tetrafluoroborato de N,N,N′,N′-tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)uronio (TBTU, 
aapptec), los reactivos N,N-diisopropiletilamina (DIEA, Merck), piperidina (MERCK), 
ninhidrina (NN, SIGMA), etanoditiol (EDT, MERCK), triisopropilsilano (TIS, MERCK) y 
solventes isopropanol (IPA, SIGMA), diclorometano (DCM, Merck), N,N-dimetilformamida 
(DMF, Merck), ácido trifluoroacético (TFA, SIGMA) y éter (MERCK).  
2.2.1 Síntesis de péptidos Fmoc 
Aproximadamente 200 mg de resina Fmoc-Rink Amide (0.52 meq/g) se pesaron para cada 
uno de los péptidos de interés, que se hincharon con 2mL de DCM por 30 minutos. Para 
monitorear las reacciones de acople y de desprotección se empleó la prueba de ninhidrinas 




al desarrollarse color en la solución (tonalidad de azul) y/o en la resina (azul o rojo) (56). 
La mezcla de reacción está constituida por cinco excesos del aminoácido Fmoc requerido 
y cinco excesos del activador, dependiendo de la estrategia aplicada, con el fin de 
garantizar la reacción completa del acople, todo esto disuelto en 2 mL de DMF y en 
reacción durante 1 hora. La estrategia de acople se modificó en los casos en que la 
reacción no fuese completa (NN positivas) en el siguiente orden: (i) DCC+HOBT (E1), (ii) 
DCC (E2) y (iii) TBTU+DIEA (E3). Se empleó la síntesis asistida por microondas (57) para 
los acoples que no tuvieran aminoácidos con posibles reacciones colaterales (áspartato, 
glutamato) ni con la estrategia E2, por su alta reactividad y posibilidad de racemización. 
Lavados alternos de DCM (2x1 mL) e IPA (1x1 mL) se emplearon entre los ciclos de acople 
y las NN, para eliminar los reactivos en exceso.  
 
En los ciclos de desprotección se garantizó la liberación del grupo Fmoc, sometiendo la 
resina con el péptido elongado a reacción con una solución de piperidina al 20% en DMF, 
durante 30 minutos. Entre los ciclos de desprotección y NN se eliminó la mezcla de 
reacción con lavados exhaustivos de DCM (5x1 mL), IPA (3x1 mL) y nuevamente DCM 
(2x1 mL), para asegurar la remoción del excedente de la base piperidina y evitar 
reacciones colaterales. 
 
Al finalizar la síntesis, se desancló el péptido de la resina, empleando la relación 20 mL de 
la mezcla de desanclaje por cada gramo de resina-péptido (50). La mezcla de desanclaje 
estuvo constituida por TFA y un coctel de reactivos o scavengers, que recolectan los 
carbocationes generados en el proceso, con proporciones definidas de EDT, TIS y agua 
desionizada. Pasadas 3 horas de reacción, el sobrenadante se separó de la resina por 
filtración y se transfirió a un tubo de centrifuga de 50 mL junto con lavados de TFA a la 
resina (2x2 mL). A esta solución se adicionó éter hasta completar 30 mL, enfriando en 
nevera (-20 °C, 5 minutos) y separando por centrifugación (3000 rpm, 5 minutos) el 
sobrenandante y el péptido precipitado. El precipitado resultante se lavó por duplicado con 
éter frío, con el mismo procedimiento, para eliminar los scavengers residuales. Finalmente, 
el éter se eliminó por evaporación para obtener el péptido sólido. 
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2.2.2 Caracterización y Purificación. 
Los péptidos obtenidos se caracterizaron por cromatografía líquida de alta eficiencia 
(HPLC) analítica, empleando el equipo MERCK-HITACHI con detector L4250 UV-Vis a = 
210 nm, bomba L6200A y columna RP18 (Vydac Protein and Peptide C18) en un gradiente 
de 0-70% de acetonitrilo (ACN, MERK) con TFA UV 0.05% (Panreac) durante 45 minutos 
(= 1.56% ACN/min) a un flujo de 1 mL/min, para determinar el número de especies 
obtenidas de la síntesis (muestra por análisis: 0.2 mg/mL en agua-TFA 0.05%). 
Adicionalmente, se empleó espectrometría de masas por desorción/ionización láser 
asistida por matriz y analizador de tiempo de vuelo MALDI-TOF (Bruker Microflex), 
empleando como matriz el Ácido α-Ciano-4-hidroxicinnamico (HCCA, SIGMA) y los 
patrones de calibración del equipo de angiotensina II (1046.54 Da), hormona 
adrenocorticotropa - ACTH 18-39 (2465.20 Da) e insulina (5734.51 Da), para determinar 
el peso molecular de las especies.  
 
Una vez caracterizados los picos cromatográficos, se purificaron los péptidos por 
cromatografía HPLC semi-preparativa, empleando el equipo MERCK-HITACHI con 
detector L4250 UV-Vis a = 210 nm, bomba L6200A y columna RP18 (C18 Lichrospher 
100, 10 m), determinando el porcentaje de ACN en el que se obtuvo el péptido, y 
modificando el programa a 60 minutos y un gradiente de ACN-agua entre el porcentaje 
analítico ± 10% ACN, es decir, a t0 = % ACN–10 y a t60 = % ACN+10 (= 0.33 % ACN/min), 
con un flujo de 2.5 mL/min, recolectándose la fracción de interés. Finalmente, se eliminó 
el ACN por evaporación de las fracciones, se congelaron y posteriormente se liofilizaron, 
obteniéndose el péptido puro sólido. 
2.3 Resultados 
La síntesis de los péptidos EAR16 y EAR18 se llevó a cabo empleando la estrategia E1. 
Para los acoples con NN positivas, se realizó un segundo ciclo de acople, empleando la 
estrategia E2. El residuo de tirosina (Y) del péptido EAR18 fue el único aminoácido que 
requirió tres ciclos y el uso de la estrategia E3. Para el péptido EAR7 se trabajó 




se empleó la estrategia E1. La síntesis asistida por microondas se llevó a cabo en todos 
los acoples con estrategia E1 y E3, exceptuando los residuos ácidos D y E. (Tabla 2-1). 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
EAR16 N S K D R I L D Q N D Q L D D E G 
Acople 1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 
Acople 2   E2 E2 E2 E2      E2   
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
EAR18 N S K D R I L D Q A D Q Y D D E G 
Acople 1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 E1 
Acople 2   E2 E2 E2  E2  E2      
Acople 3            E3      
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10        
EAR7 E R F A R S S R K T         
Acople 1 E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3         
Acople 2   E2 E2 E2                       
 
Tabla 2-1: Ciclos de acoples para la síntesis de péptidos en fase sólida.  
En fondo amarillo se muestran las mutaciones puntuales de los residuos 10 y 13 del EAR18 y en letras rojas 
se muestran las mutaciones púntuales de los residuos de ácido gamacarboxiglutamato () de EAR16 y EAR18, 
tal como se diseñaron las secuencias previamente. E1 = DCC+HOBT, E2 = DCC y E3 = TBTU+DIEA. 
 
Para desanclar los péptidos de la resina y desproteger los grupos funcionales de cadena 
lateral se empleó el coctel de reactivos 93.5% TFA, 3%EDT, 2.5% H2O y 1%TIS, 
proporciones definidas tras ocho pruebas experimentales, cada una llevada a cabo con 10 
mg de resina-péptido de EAR16. La reacción se llevó a cabo durante tres horas. 
 
En los extractos crudos de los tres péptidos sintetizados se observaron varias especies por 
HPLC, resaltándose la presencia de un pico principal y hombros de mayor y menor tiempo 
de retención (Figura 2-1A, Figura 2-3A y Figura 2-5A). Este hecho se confirma por las 
señales m/z de la espectrometría de masas, obteniéndose especies de menor y mayor 
peso molecular, dados por la presencia de una deleción y de grupos protectores, 
respectivamente (Figura 2-1B, Figura 2-3B y Figura 2-5B). En la purificación del EAR16 se 
observó la coelución de dos especies por HPLC (Figura 2-1C), con valores de m/z de la 
especie de interés y una especie con deleción que no pudo ser separada por la 
cromatografía HPLC semipreparativa (Figura 2-1D). Para los péptidos EAR18 y EAR7 se 
purificaron las especies de interés como se observa en HPLC (Figura 2-3C y Figura 2-5C), 
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confirmándose la señal m/z de ion molecular de los péptidos (Figuras 2-2D y 2-3D). Las 




Resina-Péptido (mg) Teórico (mg) Puro (mg) Rendimiento (%) 
EAR16 377.0 191.0 27.0 14.1 
EAR18 344.1 174.6 29.4 16.8 
EAR7 192.3 75.2 13.3 17.7 
Tabla 2-2: Resultados de síntesis de péptidos EAR16, EAR18 Y EAR7 en fase sólida.  
El rendimiento teórico se calculó a partir de la masa de resina inicial y los puntos activos referidos en el producto 
(0.52 meq/g), multiplicándose por el peso molecular del péptido. El rendimiento total se calculó únicamente 
teniendo en cuenta la masa final de péptido obtenido, sin tener en cuenta los rendimientos entre cada uno de 
los pasos de purificación. 
A.  
B.  
Figura 2-1: Resultados de la síntesis del péptido EAR16.  
A. HPLC péptido crudo, tiempo de retención: 16.55 y 16.76 minutos, B. Espectro de masas péptido crudo, PM 
teórico: 1973.98 Da, PM experimental: 1975.003 Da, adicional a 9 especies no deseadas, 3 de menor peso 
molecular y 6 de mayor peso molecular. 
CROMATOGRAMA HPLC EXTRACTO CRUDO EAR 16
16.7616.55












-(D/N/I) +Pbf + tBu(x2)
-(D/N/I) +Pbf + tBu(x2) + K
-(D/N/I) +Pbf + tBu(x3) -Agua
-(D+I+D+N) + Pbf + Boc + tBu(x3) + Trt – Agua
-(D/N/I) +Pbf + tBu (x4) + K
-(D/N/I) +Pbf + Trt + Na
+Pbf +tBu(x3) - Agua
-D -I +Pbf + Trt + tBu(2) +Na
-D -N +Pbf + Trt + tBu(2) +Na
-D -D +Pbf + Trt + tBu(2) +Na
-N -I +Pbf + Trt + tBu(2) +Na






Figura 2-2 (continuación): Resultados de la síntesis del péptido EAR16.  
C. HPLC péptido purificado, tiempo de retención: 16.58 y 16.76 minutos, D. Espectro de masas péptido 
purificado, PM teórico: 1973.98 Da, PM experimental: 1975.152 Da, y una impureza que coeluyó con peso 
molecular 1861.064 Da. 
A.  
B.  
Figura 2-3: Resultados de la síntesis del péptido EAR18.  
A. HPLC péptido crudo, tiempo de retención: 18.53, 18.79 y 19.11 minutos, B. Espectro de masas péptido 
crudo, PM teórico: 1980.96 Da, PM experimental: 1982.130 Da, adicional a 3 especies no deseadas, 1 de 
menor peso molecular y 2 de mayor peso molecular. 
CROMATOGRAMA HPLC EAR 16 PURO
16.76
16.58









ESPECTROMETRIA DE MASAS EXTRACTO CRUDO EAR 18




+Pbf -(D/I) + Pbf
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Figura 2-4 (continuación): Resultados de la síntesis del péptido EAR18. 
C. HPLC péptido purificado, tiempo de retención: 18.56 minutos D. Espectro de masas péptido purificado, PM 
teórico: 1980.96 Da, PM experimental: 1982.130 Da. 
A.  
B.  
Figura 2-5: Resultados de la síntesis del péptido EAR7.  
A. HPLC péptido crudo, tiempo de retención: 13.19 y 13.45 minutos, B. Espectro de masas péptido crudo, PM 
teórico: 1236.367 Da, PM experimental: 1236.754 Da, adicional a 5 especies no deseados, 1 de menor peso 
molecular y 4 de mayor peso molecular. 
CROMATOGRAMA HPLC EAR 18 PURO
18.56





CROMATOGRAMA HPLC EXTRACTO CRUDO EAR 7
13.19
13.45
ESPECTROMETRIA DE MASAS EXTRACTO CRUDO EAR 7







-F + Agua + Pbf








Figura 2-6 (continuación): Resultados de la síntesis del péptido EAR7.  
C. HPLC péptido purificado, tiempo de retención: 13.49 minutos, D. Espectro de masas péptido purificado, PM 
teórico: 1236.367 Da, PM experimental: 1236.739 Da. 
2.4 Análisis de resultados 
Los bajos rendimientos obtenidos en la síntesis (Tabla 2-3) se explican por deficiencias en 
la precipitación del péptido, ya que se observó la solución de éter frío turbia luego de 
centrifugarse; este hecho es consecuencia de una refrigeración insuficiente. Sin embargo, 
no fue el único inconveniente, debido a que se tuvieron que realizar varias pruebas 
preliminares de desanclaje de los péptidos, que afecto el cálculo de rendimiento, además 
del paso de purificación, en el cual se eliminaron las especies indeseadas. Estas últimas 
se generaron por errores experimentales, en el caso de la deleción, y por reacciones de 
desprotección incompletas en el paso de desanclaje del péptido. 
2.4.1 Coctel para desanclaje 
Comúnmente, los péptidos que no contienen residuos de Cys-(Trt), Arg-(Mtr) o Trp 
desprotegido (52) pueden ser desprotegidos por la mezcla de TFA:H2O:TIS (Mezcla 1, 
Tabla 2-3), De las pruebas iniciales para la mezcla de scavenger, se obtuvieron péptidos 
crudos con alto contenido de especies no deseadas, observándose una desprotección 
CROMATOGRAMA HPLC EAR 7 PURO
13.49
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incompleta y la obtención de especies con mayor peso molecular del esperado (Figura 2-7, 
m/z esperado: 1973.98Da).  
 
Mezcla 1 (%) Mezcla 2 (%) Mezcla 3 (%) 
TFA 95 93.5 82.5 
H2O 2.5 2.5 5 










Tabla 2-3: Porcentajes de las mezclas ensayadas para el desanclaje de los péptidos.  
De la Mezcla 1 se obtuvieron especies de mayor peso molecular, producto de desprotección incompleta, la 
Mezcla 2 y Mezcla 3 disminuyeron la presencia de especies no deseadas, con un mejor rendimiento en la 
Mezcla 2 (aproximadamente 15%, comparándolo con la Mezcla 3), en donde se empleó el scavenger EDT. 
 
 
Figura 2-7: Espectro de masas MALDI-TOF del péptido EAR16 con Mezcla 1.  
PM teórico: 1973.98 Da, PM experimental: 1980.124, que no corresponde a la especie deseada; con esta 
mezcla de desanclaje, se incrementaron a 13 las especies no deseadas, 6 de menor peso molecular y 7 de 
mayor peso molecular. 
 
El uso del reactivo EDT en la Mezcla 2 (Tabla 2-3), disminuyó este problema inicialmente, 
debido a la alta afinidad de los grupos tiol (-SH) por los carbocationes producidos en el 
desanclaje del péptido. A su vez, el uso de los reactivos fenol y p-tiocresol en la Mezcla 3 
(Tabla 2-3) disminuyó notoriamente la aparición de las especies no deseadas. Estos 
últimos reactivos contienen anillos aromáticos y grupos electro-donores: grupo tiol (-SH) y 
metilo (-CH3) en el p-tiocresol, y grupo hidroxilo (-OH) en el fenol, contribuyendo a la 
estabilización del carbocatión en el anillo aromático por resonancia, dada la reacción de 
sustitución electrofílica aromática (SEAr). Se observa claramente el efecto de estos 




(Figura 2-8). Sin embargo, dada la mayor disminución de las especies indeseadas, se 
trabajó con la Mezcla 2 que contiene EDT. 
 
Figura 2-8: Comparación de cromatogramas crudos del péptido EAR16 para tres mezclas de desanclaje.  
Se aprecia la disminución del tiempo de retención en los cromatogramas de la Mezcla 2 y Mezcla 3, y el pico 
cromatográfico de 18.09 en la Mezcla 2, aproximadamente 15% de las especies resultantes del desanclaje, 
que se logra eliminar empleándose la Mezcla 3 de desanclaje. 
 
La desprotección incompleta en el paso de desanclaje de la resina pudo deberse por 
tiempos insuficientes de la reacción de desprotección, debido a que los grupos protectores 
ácido-estables de la arginina requieren un mayor tiempo (58); sin embargo, esto es cierto 
en péptidos ricos en arginina, ya que normalmente se manejan tiempos cercanos a las 2 
horas (59), por lo cual la desprotección incompleta pudo ser afectada por la cantidad de 
grupos protectores presentes en la secuencia sintetizada, y por tanto, una cantidad 
insuficiente de scavenger empleado en la mezcla de desanclaje. Estos péptidos tienen una 
alta cantidad de grupos protectores del tipo t-butil ester (otBu, 53.8% del total de grupos 
protectores), que pudieron afectar directamente en la desprotección incompleta que se 
observó. Al sustituir el TIS por otros scavengers se favoreció la desprotección y la 
disminución de especies de mayor peso molecular, pero no solucionó completamente el 
problema.  
2.4.2 EAR16 
Para identificar a que corresponden las señales de m/z obtenidas en el espectro de masas 









TFA:H2O:TIS:Fenol:p-tiocresol ; Mezcla 3
TFA:H2O:TIS:EDT; Mezcla 2
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2-1D). Adicional al péptido esperado, se obtuvo una especie de menor peso molecular. Al 
relacionar esta deleción con los residuos de la secuencia, la diferencia entre las señales 
(114.074 Da) permite asignar la posible pérdida de un aspartato (D: 115.089 Da), 
isoleucina, leucina (I=L: 113.16 Da) o asparagina (N: 114.104 Da). (Anexo: Asignación a 
señales m/z de los extractos crudos de EAR16, EAR18 y EAR7). 
 
Para determinar en qué paso de la síntesis se presentó la deleción, se analizaron los ciclos 
de acople llevados a cabo para el EAR16, observándose que los residuos D14, D10 e I12 
requirieron de un segundo ciclo de acople. Debido a que las secuencias de EAR16 y 
EAR18 tienen los mismos aminoácidos en los nueve primeros residuos sintéticos (N17 
hasta Q9), la síntesis se inició en un único reactor, el cual se dividió posteriormente en dos 
para cada péptido. De los resultados de espectrometría de masas de cada péptido, se 
observó que el EAR18 tiene una especie con deleción (PM: 1867.879 Da, Figura 2-3B) que 
pudo separarse del EAR18, evidenciándose en HPLC (Figura 2-3C) y en espectrometría 
de masas (Figura 2-3D). Todo lo contrario ocurre en la purificación de EAR16, en donde la 
especie de interés coeluyó con la deleción, sin lograrse separar efectivamente por HPLC 
(Figura 2-1C) y confirmándose en espectrometría de masas (Figura 2-1D). Se puede 
afirmar por la magnitud de la diferencia entre las señales m/z del péptido objetivo y la 
deleción de EAR16 (114.074 Da) y EAR18 (114.065 Da), que el residuo faltante se trata 
del mismo residuo para ambos péptidos, limitando el error experimental al extremo CT, 
entre los residuos N17 y Q9. 
 
Las variaciones de polaridad de las especies que se proponen para esta deleción se 
analizaron mediante tres herramientas bioinformáticas, Genscript (60), Innovagen (61) y 
Biosynthesis (62), evaluandose carga, punto isoeléctrico (pI) e hidrofobicidad. Según la 
hidrofobicidad, se encontró que la deleción de los residuos N17, D14 y D10 presentan un 
mayor parentesco con la especie objetivo, mientras que la deleción del residuo I12/L11 
cambia drásticamente las propiedades de la especie resultante, por lo cual se descartó del 
listado de posibles deleciones (Tabla 2-4). La deleción de N17 brinda a la especie la 
característica de hidrofobicidad más cercana al valor que se calcula para EAR16 a pH 6.8, 
con una diferencia de 2.0 unidades, mientras que las deleciones de D tiene un efecto 




comportamiento es contrario, con una diferencia de 2.68 unidades para la deleción de N y 
1.24 unidades para la deleción de D. Al analizar el cambio de carga y pI que sufre la 
secuencia según las deleciones, la pérdida de N17 no modifica estas características en la 
especie, mientras que los residuos D lo hacen mínimamente.  
 
 
Genscript Innovagen Biosynthesis 
Especie pI Carga pI Carga pI Carga Carga (pH7) Hidrofobicidad (pH 6.8) Hidrofobicidad (pH 2.0) 
EAR16 3.93 -4 3.78 -3 3.87 -4 -5 -8.88 1.76 
 -N17 3.93 -4 3.78 -3 3.87 -4 -5 -6.88 4.44 
 -D14 4.12 -3 3.98 -2 4.12 -3 -4 -6 3 
( -I12/L11) 3.93 -4 3.78 -3 3.87 -4 -5 -(15.62) (-4.38) 
 -D10 4.12 -3 3.98 -2 4.12 -3 -4 -6 3 
Tabla 2-4: Análisis bioinformático de las especies obtenidas en la síntesis y purificación de EAR16. 
Entre paréntesis se encuentra el residuo que por este análisis bioinformático puede descartarse como la posible 
deleción (I/L 12). 
 
De lo anteriormente observado no se puede concluir que residuo pudo haber sido 
delecionado en la síntesis, ya que el comportamiento previamente descrito para EAR16 es 
similar para EAR18 (Tabla 2-5), analizando los datos de hidrofobicidad a pH ácido (2.0), 
por las condiciones manejadas en HPLC (ACN-TFA 0.05%). Dado que estos cambios de 
hidrofobicidad no son concluyentes y que los cambios de carga y pI son idénticos para 
ambos péptidos, el único parámetro decisivo para definir qué residuo pudo ser el que no 
se acopló al 100% es la señal m/z. A pesar de observarse variaciones en los pesos 
moleculares determinados por MALDI-TOF, el equipo tiene una alta precisión en bajos 
pesos moleculares, observándose una precisión en masa de 100 ppm para m/z de 1500, 
es decir, 0.0001 Da (63, 64). Por las diferencias de m/z de las deleciones en EAR16 y 
EAR18, previamente descritas, es probable que la deleción corresponda al residuo N17. 
 
Según estudios de Sheng del 2010 (19) de péptidos derivados de Con-G, los residuos del 
CT no afectan la afinidad por la subunidad GluN2B, siendo la deleción planteada 
previamente una especie que no debe interferir en los estudios biológicos propuestos en 
este trabajo. Sin embargo, no se puede entrar a afirmar sin lugar a dudas que fue este el 
residuo de la deleción obtenida.  
42 Síntesis de péptidos derivados de conantokina G y evaluación in vitro de 




En la espectrometría de masas del EAR18 se observó la obtención de una especie con 
deleción de 114.065Da (Figura 2-3B). Tras la purificación, esta deleción pudo separarse 
del péptido de interés, por lo cual se puede asegurar que estas especies tienen diferentes 
características hidrofóbicas. Por el análisis descrito previamente con EAR16, se reconoce 
que el residuo delecionado debe encontrarse en el CT, entre la secuencia N17 y Q9 (Anexo: 
Asignación a señales m/z de los extractos crudos de EAR16, EAR18 y EAR7).  
 
Al analizar las posibles deleciones que concuerdan con la magnitud calculada por 
espectrometría de masas, se observa que la deleción de N17 cambia la hidrofobicidad a 
pH 2.0, con una diferencia de 2.81 unidades respecto a la secuencia de EAR18, mientras 
que al asumir una deleción del residuo D la diferencia es de solo 1.37 unidades (Tabla 
2-5). Los residuos de I/L se descartan por presentar el cambio más significativo de 
hidrofobicidad. Sin embargo, como se dijo previamente, este comportamiento es similar 
para el EAR16, por lo cual no es concluyente. Al realizar el mismo análisis de la diferencia 
entre las señales m/z de la deleción y de la especie de interés, se observa que la magnitud 
puede corresponder a N17. 
Tabla 2-5: Análisis bioinformático de las especies obtenidas en la síntesis y purificación de EAR18.  
Entre paréntesis se encuentra el residuo que por este análisis bioinformático puede descartarse como la posible 
deleción (I/L 12). 
2.4.4 EAR7 
El EAR7 no tuvo mayores dificultades sintéticas ni de desanclaje como sí mostraron los 
péptidos EAR16 y EAR18. Al purificarse se obtuvo una única especie con el peso molecular 
esperado, por lo cual, el EAR7 se obtuvo como una especie pura, con la secuencia que se 
deseaba. 
 
Genscript Innovagen Biosynthesis 
Especie pI Carga pI Carga pI Carga Carga (pH 7) Hidrofobicidad (pH 6.8) Hidrofobicidad (pH 2.0) 
EAR18 3.93 -4 3.78 -3 3.87 -4 -5 -6.24 3.94 
 -N17 3.93 -4 3.78 -3 3.87 -4 -5 -4.06 6.75 
 -D14 4.12 -3 3.98 -2 4.12 -3 -4 -3.19 5.31 
( -I12/L11) 3.93 -4 3.78 -3 3.87 -4 -5 (-12.81) (-2.06) 





3. Imagen de calcio y modelo de isquemia in 
vitro 
3.1 Generalidades 
El calcio juega un papel importante en todas las células del sistema nervioso central. Activa 
procesos definidos en la célula y es regulado rápidamente por proteínas dependientes de 
calcio, por los depósitos intracelulares como el retículo endoplasmático (RE) y la 
mitocondria, y por bombas ATPasas e intercambiadores de membrana plasmática, que 
transportan fuera de la célula los excesos del catión. Sin embargo, cuando esta regulación 
ocurre con deficiencia o el flujo del catión se mantiene por suficiente tiempo, se promueve 
el proceso de muerte neuronal por el efecto citotóxico del Ca2+, afectando el potencial de 
membrana plasmática y mitocondrial, además de activar proteasas tipo calpaina (65). En 
la isquemia cerebral se reconoce el proceso de excitotoxicidad del Glu, específicamente 
sobre el NMDAR, y que promueve el influjo de Ca2+ permanente en la neurona, activando 
la cascada de muerte celular. 
 
La imagen de calcio permite medir directamente las concentraciones del calcio al interior 
de un tejido neuronal, así como, indirectamente, la integridad del mecanismo de regulación 
del calcio y del estado de las células. Para llevarse a cabo esta medición es necesario un 
sensor del calcio intracelular, [Ca2+]i, que permitirá medir en tiempo real los cambios de 
concentración. En general, los indicadores son derivados de quelantes que se unen al 
calcio selectivamente, fusionados con un grupo quimio-fluorescente que emite luz a 
longitudes de onda específicos cuando se incide una longitud de onda de excitación 
ultravioleta. La unión del calcio al indicador modifica sus propiedades fluorescentes, lo que 
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permite cuantificar la [Ca2+]i (66). Todos estos cambios se registran por microscopía 
confocal de fluorescencia y cámaras CCD o arreglo de fotodiodos (13). 
3.1.1 Imagen de Calcio 
La imagen de calcio es una técnica que permite relacionar cuantitativamente los niveles de 
[Ca2+]i con la fluorescencia de un sensor afín por el catión. El Fura 2-acetoximetil-ester 
(2AM) es un indicador fluorescente sensible al Ca2+, compuesto de una parte quelante, 
derivada del BAPTA, una parte fluorescente, excitable a longitudes de onda de 340 y 380 
nm y detectable a 510 nm, y el grupo acetoximetil-ester que permite al Fura ser permeable 
a la membrana plasmática, removido por acción de las esterasas al interior de la neurona. 
El uso de esta molécula como sensor de calcio al interior de la célula permite obtener un 
dato cuantitativo, debido a que a 340nm la fluorescencia del Fura-2 aumenta 
proporcionalmente con el incremento en la concentración de calcio, mientras que a 380nm 
se observa una disminución de la señal (67) (Figura 3-1).  
 
  
Figura 3-1: Espectro de excitación de fluorescencia del Fura 2-AM (Modificado de (68)).  
A =340nm, el incremento de la concentración intracelular de calcio hay un incremento proporcional de la 
fluorescencia registrada del Fura 2, al enlazarse con el calcio, mientras que a =380nm se observa una 
disminución proporcional de la fluorescencia del Fura 2 libre. 
 
La relación matemática para obtener cuantitativamente de este tipo de señales la 
concentración [Ca2+]i se expresa en Ecuación (3.1), en donde Kd es la constante de 
disociación de calcio de la sonda Fura-2, dependiente del experimento,  es la relación 





















entre la fluorescencia del Fura-2 libre de Ca2+ y la fluorescencia del Fura-2 saturado con 
Ca2+ a 380nm, R es la relación entre las dos longitudes de onda de excitación, 
340nm/380nm, Rmin es la relación 340/380 del Fura-2 libre obtenido en ausencia de calcio, 
y Rmax es la relación 340/380 del Fura-2 obtenido con una concentración saturada de calcio 
(65, 67). El uso del Fura-2 y esta relación permite, sin embargo, una aproximación 
cualitativa de los niveles de [Ca2+]i, sin la necesidad de realizar el cálculo exacto de [Ca2+]i. 
 
[𝐶𝑎2+]𝑖 =
𝐾𝑑 .  𝛽 .(𝑅−𝑅min)
(𝑅𝑚𝑎𝑥−𝑅)
         (3.1) 
3.1.2 Deprivación de oxígeno glucosa – OGD 
La isquemia cerebral puede estudiarse in vitro o in vivo a partir de dos aproximaciones que 
busca imitar las condiciones que se dan en el evento cerebrovascular: el modelo de 
deprivación de oxígeno-glucosa (OGD) (69) y la cirugía de oclusión de la arteria media 
cerebral (MCAO) (11, 70). El modelo OGD ha sido ampliamente usado en estudios in vitro 
para la determinación de componentes que intervienen en la cascada de hipoxia que 
ocurre en isquemia, así como investigaciones relacionadas con la continua activación del 
NMDAR y sus interacciones con proteínas intracelulares y agentes neuroprotectores (42, 
43, 71-73).  
 
La deprivación del cultivo primario se logra al cambiar el medio de cultivo a uno libre de 
glucosa o con D-glucosa, y controlando la saturación de O2 con una cámara de hipoxia. 
Para controlar el suministro de oxígeno en las células se reemplaza la mezcla de gases 
del cultivo O2-CO2 (95%-5%) por N2-CO2 (95%-5%), manteniendo los niveles de O2 a 
menos de 0.5% (74). La OGD puede establecerse por 30 minutos (74) hasta por más de 6 
horas, en experimentos que investigan la regulación de la expresión de ARNm que 
interviene en señales tanto pro-supervivencia como de muerte celular. Posterior a esta fase 
de hipoxia se puede someter a las células a una fase de reoxigenación, en la cual se 
mantiene al cultivo en condiciones normales de O2 y Glc entre 2 hasta más de 20 horas 
(72, 75) con el fin de observar la recuperación celular en presencia de oxígeno, además 
de evaluar la viabilidad celular, debido a que la presencia de O2 luego de una deprivación 
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aumenta significativamente la producción de radicales libres en la célula, disminuyendo la 
supervivencia y promoviendo la muerte celular. 
3.2 Metodología 
3.2.1 Cultivo primario de neurona 
Previo a la disección de los embriones de rata Wistar, laminillas de 25 mm de diámetro se 
lavaron según los protocolos del laboratorio, con ácido clorhídrico 1N (HCl, Merck) durante 
12 horas y repetidos lavados con agua desionizada, para ser autoclavadas posteriormente; 
las laminillas se depositaron en cajas de cultivo estériles de 35 mm de diámetro 
(Crystalgen) y se les adicionó a cada una la mezcla de poli-D-lisina 37.5 g/mL (SIGMA) y 
laminina 2.5 g/mL (GIBCO) el día anterior a la disección, incubándose por 12 horas. 
Previo a la obtención de los hipocampos se realizaron lavados sucesivos con agua 
desionizada y se permitió secar la superficie de cada laminilla en cabina de flujo laminar. 
 
Para la obtención del cultivo primario de neurona hipocampal se llevó a cabo el 
procedimiento de disección de embriones de rata Wistar entre 18 y 19 días de gestación 
(E18-E19) (76). La cirugía de extracción de los embriones se llevó a cabo en 4 ratas wistar 
con los días de gestación requeridos, utilizando CO2 para anestesiar al animal (flujo: 0.2 
bar/min) durante 4 minutos, realizando inmediatamente después el sacrificio del roedor por 
guillotina.  
 
Manejando siempre condiciones de frío sobre baño de hielo y con la ayuda de 
estereoscópio, los embriones fueron extraídos de sus sacos amnióticos y depositados en 
una caja de Petri con 3 mL del buffer DPBS 1X libre de Ca2+ y Mg2+ (DPBS-cationes, GIBCO). 
Uno por uno, los embriones se transfirieron a una nueva caja de Petri con 3 mL del buffer 
DPBS-cationes en donde, posterior al aislamiento de los cerebros de los embriones, se 
removieron cuidadosamente las meninges y se procedió a ubicar y extraer los hipocampos 
de ambos hemisferios, colectándolos en tubos de centrifuga cónicos de 15 mL 





Los hipocampos se lavaron tres veces con DPBS-cationes frío antes de adicionar 3 mL de 
tripsina-EDTA (0.25%, GIBCO) e incubarse a 37 °C y 5% CO2 durante 20 minutos, 
realizando una agitación suave cada 5 minutos. La tripsina se descartó y se adicionó medio 
RPMI 1X (GIBCO) suplementado con antibióticos y 2% de suero fetal bovino (SFB, GIBCO) 
para inhibir la actividad de la enzima. Posteriormente se llevó a cabo la homogenización 
mecánica del tejido con puntas de micropipeta de 1000 L estériles, realizando 
suavemente 10 succiones sucesivas de la mezcla del tejido en el medio, seguidas de 10 
succiones más con puntas de micropipeta de 200 L (pyrogen free, Eppendorf).  
 
La suspensión de células obtenida se pasó por un filtro de células de 70 m (Fisherbrand 
de Fisher Scientific) para separar el tejido que no se disgregó; se midió el volumen del 
filtrado de células y se contaron las neuronas vivas en un hemocitómetro de 0.1 L 
(BrightLine Hemacytometer, Hausser Scientific, USA). Finalmente, las células se 
sembraron sobre laminillas circulares de 25 mm de diámetro con una densidad de 80,000 
células/pozo en cajas de Petri de 35 mm, adicionando 2 mL de medio neurobasal PNGM 
(Lonza) suplementado con 2% SFB; la mitad del medio se cambió cada 3 días in vitro (DIV) 
con PNGM libre de suero. 
3.2.2 Isquemia in vitro, modelo OGD 
Las neuronas del cultivo primario de hipocampo en laminillas entre los 10 y los 20 DIV 
fueron sometidas a condiciones de isquemia durante 45 minutos en incubación a 37 °C, 
cambiando la mitad del medio PNGM de crecimiento por medio de cultivo DMEM libre de 
Glc (GIBCO) (hipoglicemia), y ubicándolas en una cámara hermética (Modular incubator 
chamber, Billups Rothenberg, Del Mar, CA, USA) saturado con la mezcla de gases N2-CO2 
(95%-5%, Airgas, NY, USA) (hipoxia). El nivel de O2 se aseguró empleando un monitor de 
gas respiratorio (RGM 5250, Datex Ohmeda, Soma Technology, Bloomfield, CT, USA) con 
lecturas de O2 entre 1 y 2% y de presión de CO2 entre 35 y 38 mmHg. Finalizado este 
periodo de 45 minutos, que se denominó fase de hipoxia (H), se cambió la mitad del medio 
DMEM libre de glucosa por medio PNGM, sin realizar lavados intermedios para evitar 
cualquier perturbación extra a las neuronas, y se procedió a incubar en condiciones 
normales por 24 horas, periodo de tiempo que se denominó fase de reoxigenación (R). Los 
péptidos se suministraron al comienzo de cada fase, y según el tratamiento deseado, 
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diluyendo 1 mg/mL (250M, concentración mayor al IC50 reportado) en medio de cultivo 
DMEM libre de glucosa (hipoxia) o PNGM (reoxigenación), y de igual manera, sin realizar 
lavados intermedios en los cambios de medio. 
  
Para este estudio se llevaron a cabo tres tratamientos, según la presencia del péptido y el 
periodo en la cual se encontrarán las células: (i) cultivo con péptido durante la fase de 
hipoxia y de reoxigenación (EAR# H+R+), (ii) cultivo con péptido únicamente durante la 
fase de hipoxia (EAR# H+R°), (iii), y finalmente, cultivo con péptido únicamente durante la 
fase de reoxigenación (EAR# H°R+). A su vez, se tuvieron en cuenta los controles: (i) 
cultivos con péptido en condiciones normales, sin hipoxia (EAR# R+), (ii) cultivos sin 
péptido sometido a hipoxia (H°R°), (iii) los cultivos sin péptido que no son sometidos a 
hipoxia (R°) y (iv) los cultivos con el péptido control EAR7 en la fase de hipoxia (EAR7 








Tabla 3-1: Listado de experimentos y controles.  
La fase de hipoxia, H, tuvo una duración de 45 minutos, y la fase de reoxigenación, R, de 24 horas. H+: fase 
de hipoxia con presencia del péptido, R+: fase de reoxigenación con presencia de péptido, H°: fase de hipoxia 
sin presencia de péptido, R°: fase de reoxigenación sin presencia de péptido. El ensayo con EAR7 H+R° 
corresponde al control de síntesis, empleando el mismo control que se empleó previamente en la validación 
de los péptidos por electrofisiología. Los experimentos de cultivo H°R° corresponde al control positivo de 
hipoxia sobre las neuronas sin presencia de péptido, mientras que R° corresponde al control negativo del 
cultivo neuronal, sin hipoxia. 
3.2.3 Imagen de Calcio  
Posterior a la incubación en condiciones normales o de hipoxia, dependiendo del 
experimento, la laminilla con las neuronas a analizar se incubó por 45 minutos a 37 °C y 
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Probes, Eugene, OR, USA) en el medio de cultivo. La laminilla se montó en una cámara 
de perfusión abierta (volumen 250L, tipo RC-21BRFS, WarnerInstruments, Hamden, CT, 
USA) adicionando una gota del buffer de perfusión que contiene (en mM), 140 NaCl, 5 KCl, 
5 NaHCO3, 10 HEPES, 1 MgCl2, 1.5CaCl2 y 10 Glc (pH 7.4) para evitar que las células 
quedaran expuestas y manteniendo condiciones osmóticas normales para neuronas. Los 
experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20-23°C) con una perfusión de 
250 L/min del buffer de perfusión durante 30 minutos previo a cualquier estímulo para 
permitir la de-esterificación intracelular del grupo AM.  
 
Los estímulos empleados en el protocolo con KCl (50 mM) para la despolarización de la 
membrana y generar el flujo de iones calcio al interior de la neurona, y con tapsigargina 
(TG, Sigma, 3 M) para evaluar la integridad del mecanismo de regulación de calcio 
relacionado con el retículo endoplasmático, se prepararon en el buffer de perfusión, 
previamente descrito. Cada estímulo fue suministrado directamente sobre las células, 
empleando el sistema de válvulas (AutomateScientific Inc., San Francisco, CA, USA), con 
una duración de 10 segundos por estímulo e inmediatamente después un lavado con el 
buffer de perfusión durante 5 segundos. Las longitudes de onda de excitación del Fura-2 
(340/380 nm) fueron alternadas cada 0.55 segundos. La fluorescencia de emisión fue 
filtrada con el filtro BA 475 nm y detectada con cámara CCD (Atto Instruments, Rockville, 
MD, USA) (77, 78). Todos los datos fueron recolectados por el software Metafluor 
(Molecular Devices, Series 7.5). 
 
Cuatro estímulos con K+ se llevaron a cabo en cada experimento, como se describe a 
continuación: (i) 1° pulso con KCl 50 mM (KCl1, t = 0), (ii) 2° pulso con KCl 50 mM (KCl2, 
t = 15min), (iii) cambio del buffer de perfusión normal por buffer-TG 3 M (t = 30min, 
duración: 10 min, flujo: 250 L/min), (iv) 3° pulso con KCl 50 mM + TG 3M (KCl+TG, t = 
35min), (v) cambio de la perfusión con TG 3 M a perfusión con buffer normal (t = 40min), 
y por último, (vi) 4° pulso con KCl 50 mM, para observar si hay células que no responden 
luego de todos los estímulos (KCl4, t = 55min) (Figura 3-2). 
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Figura 3-2: Estímulos empleados en imagen de calcio.  
KCl1: primer estímulo con K+ (t=0), KCl2: segundo estímulo de K+ (t = 15 min), KCl+TG: estímulo de K+ con el 
inhibidor no competitivo de SERCA, tapsigardina (TG) (t = 35 min), pulso que se realiza durante la interacción 
de las neuronas con TG en el buffer de perfusión de la cámara (duración de 10 minutos, ti = 30 min, tf = 40 
min), KCl4: cuarto estímulo de K+ (t = 55 min). 
 
Basados en las interacciones de TG sobre la bomba SERCA, ubicado en el retículo 
endoplasmático (RE), depósito de calcio intracelulares, se estudiaron las variaciones 
apreciables de los niveles de calcio intracelular de neuronas hipocampales en condiciones 
de deprivación de oxígeno y glucosa (OGD) (79), con el fin de evaluar la integridad del 
mecanismo de regulación de las neuronas sometidas a la deprivación. Según el protocolo 
propuesto, se analizaron los estímulos (ii) y (iv) (KCl2 y KCl+TG, respectivamente) en un 
rango de 10 minutos de lectura y teniendo en cuenta la línea base previa al estímulo. Los 
parámetros analizados fueron la amplitud del pico (P, relación 340/380 nm), que relaciona 
el incremento en la relación de fluorescencia detectada en 340 y 380 nm con la cantidad 
de calcio que se interiorizó por la despolarización con K+, el área bajo la curva (A, (relación 
340/380 nm).min) que define la variación de calcio intracelular, o [Ca2+]i, durante los 10 
minutos de análisis, y la mitad del ancho de banda (B, min) que permite relacionar el tiempo 
en el que las neuronas logran el 50% de regulación y la eficiencia del mecanismo de 
regulación del calcio en este rango de tiempo analizado (Figura 3-3). Todos los parámetros 
analizados tienen medidas relativas a la línea base previa a cada estímulo, relacionada 



























Figura 3-3: Parámetros analizados por imagen de calcio. 
P: amplitud de pico, medido en la relación 340/380nm, A: área bajo la curva, medido en relación 340/380 nm 
por minuto, y B: mitad de ancho de banda, medido en minutos. Todos los datos son relativos a la línea base 
previa a cualquier estímulo. 
3.3 Resultados 
Los experimentos propuestos (Tabla 3-1) se realizaron mínimo por triplicado. Los datos 
crudos fueron procesados con el software Clampfit 10.6 (Molecular Devices) para eliminar 
espacios ocasionados por pausas requeridas en el registro de datos y que Metafluor no 
registró. Así mismo, se depuraron los datos empleando el filtro Lowpass tipo Bessel (8-
pole), eliminando ruido y preservando la forma original de la señal adquirida. Los 
parámetros de P, A y B se obtuvieron por la herramienta estadística de Clampfit, midiendo 
la región comprendida por el estímulo (lectura= 10 minutos, entre puntos 1 y 2, Figura 3-4A) 
y la línea base de la señal previa a cada estímulo (base= 0.1 minutos, entre puntos 3 y 4, 
Figura 3-4B). Los valores descritos en este trabajo son medidas relativas a los niveles de 
[Ca+2]i y no son medidas exactas de concentración de calcio. Las pruebas estadísticas se 
realizaron en Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Entre los 
estímulos para un mismo tratamiento se empleó una prueba t pareada paramétrica, 
p<0.05, dos colas, mientras que entre tratamientos se empleó una prueba ANOVA no 
pareada, p<0.05, de comparación múltiple, con prueba Dunnett de corrección. Las 
diferencias significativas en cada gráfica se expresaron con la barra que relaciona qué 
grupos se compararon y un asterisco (Anexo: Análisis estadístico). 
 
10 min
A: área bajo la curva
amplitud del pico: P
Ancho de banda
B: mitad de ancho de banda
Lectura de datos
T ie m p o  (m in )
1 5 2 0 2 5 3 0
Línea base
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Figura 3-4: Muestra de adquisición de datos por Clampfit.  
A. Lectura en el segundo estímulo con KCl 50mM, KCl2, con un lecturade 10 minutos, entre los puntos 1 y 2, 
B. Magnificación de lectura en línea base, previa al estímulo con K+, con un base de 0.1 minutos, entre los puntos 
3 y 4. 
 
Por el gran número de datos obtenidos, las gráficas que comparan los estímulos 
corresponden al promedio ± error estándar, con el fin de analizar la precisión de la medida 
de tendencia central (80). Se descartaron las células que no respondían al primer estímulo 
(Clasificación: No viables en KCl1) o que dejaron de responder en el segundo estímulo 
(Clasificación: No viables en KCl2). Las células que respondieron al estímulo presentaron 
comportamientos variados y no se clasificaron por el riesgo de sesgar los resultados, 
teniendo en cuenta que las neuronas del hipocampo, específicamente las células CA1 y 
CA3, tienen respuestas diferentes frente a la hipoxia (79). 
 
Sin embargo, para el análisis de la viabilidad celular, se clasificaron las respuestas de las 
células, según su comportamiento, en cuatro grupos, permitiendo reconocer las diferentes 
poblaciones en los experimentos (Figura 3-5): (i) No viables en KCl1: células que no 
generaron ninguna respuesta después del primer estímulo (KCl1), (ii) No viables en KCl2: 
células que respondieron al primer estímulo pero no al segundo (KCl2), (iii) Responden: 
células que tuvieron respuesta diferenciable de la línea base, y (iv) No viables en TG: 
células que respondieron al tercer estímulo (KCl+TG) pero que no recuperaron línea base 
o no respondieron al cuarto estímulo (KCl4). (Anexo: Clasificación de células por cultivo y 
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Figura 3-5: Clasificación de las señales obtenidas en imagen de calcio.  
En negro: células no viables en el primer estimulo con potasio KCl1, en rojo: células no viables en el segundo 
estímulo de potasio KCl2, en verde: células no viables en el estímulo con tapsigargina KCl+TG, en azul: células 
que respondieron ante todos los estímulos. 
3.3.1 Tiempo de reoxigenación 
Diversos estudios que involucran el modelo OGD in vitro contemplan una alta variabilidad 
en los tiempos considerados para el periodo posterior a la deprivación de oxígeno y 
glucosa, o la fase de reoxigenación (72, 75). Para definir el tiempo a emplearse en este 
estudio, se llevó a cabo la comparación de los datos registrados de imagen de calcio de 
dos experimentos de células sometidas a hipoxia, con tiempos de reoxigenación de 4 y 24 
horas, H°R°(4h) y H°R°, respectivamente, y los cultivos controles que no fueron sometidos 
a hipoxia (R°). Se analizaron los promedios de P, A y B de los estímulos (KCl1, KCl2 y 
KCl+TG). 
 
El promedio de la línea base para los experimentos con hipoxia H°R°(4h) y H°R° (Figura 
3-6A) se observó un aumento significativo de la línea base con respecto R° y 
diferenciándose de este en los tres estímulos con K+, sin importar la diferencia en el tiempo 
de la fase de reoxigenación (Figura 3-6B, C y D). Así mismo no se encontraron diferencias 
significativas entre la línea base de los experimentos sometidos a hipoxia, H°R°(4h) y H°R°, 
en ninguno de los tres estímulos. El promedio de la línea base de los tres experimentos 
aumenta significativamente en cada uno de los estímulos (KCl1<KCl2<KCl+TG). Este 
comportamiento se da por la despolarización de la membrana plasmática con K+, causando 
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el incremento de [Ca2+]i posterior a cada estímulo. Después de la repolarización, el nivel 
de [Ca2+]i no registró la misma línea base para ninguno de los estímulos. 
 














Figura 3-6: Línea base para los experimentos de tiempos de reoxigenación. 
A. Todos los estímulos, B. KCl1, en rayas, C. KCl2, en sólido, D. KCl+TG, en puntos. Código en colores: en 
azul: R°, en rojo: H°R°(4h), con reoxigenación de 4 horas, en verde: H°R°, con reoxigenación de 24h, diferencia 
significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, 
ns: no significativo. 
 
Se observó la disminución del parámetro P (Figura 3-7) en los tres tratamientos (hipoxia y 
control) y significativamente diferente entre los estímulos (KCl1>KCl2>KCl+TG). Los 
valores de P en H°R°(4h) son más altos en el KCl1, comparados con R°, pero disminuye en 
el segundo pulso de K+, observándose niveles similares de calcio de entrada entre R° y 
H°R°(4h) para KCl2 y KCl+TG (Figura 3-7B y C). Por su parte, las células de H°R° tienen el 
valor más bajo de P en los tres pulsos de K+, siendo significativamente diferente los otros 
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Figura 3-7: Tiempos de reoxigenación, amplitud de pico (P). 
A. Todos los estímulos, B. KCl1, en rayas, C. KCl2, en sólido, D. KCl+TG, en puntos. Código en colores: en 
azul: R°, en rojo: H°R°(4h), con reoxigenación de 4 horas, en verde: H°R°, con reoxigenación de 24h, diferencia 
significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, 
ns: no significativo. 
 
El incremento del registro de [Ca2+]i de las neuronas, en la línea base previa a cada 
estímulo, se incrementa en los tratamientos con fase de hipoxia (H°), evidenciando el 
efecto de los 45 minutos de deprivación de oxígeno y glucosa en las células. En KCl1 hay 
un mayor requerimiento de calcio en las células de H°R°(4h) y del control R°, mientras que 
en las células de H°R° con 24 horas de reoxigenación disminuyen notoriamente el flujo de 
calcio a la neurona. En el segundo y tercer pulso con K+ (KCl2 y KCl+TG) no se observa 
diferencia estadística entre los valores de P para H°R°(4h) y R° (p<0.05). 
 
Así mismo, el comportamiento de A (Figura 3-8), tras el primer pulso con K+, es variable 
en los tres experimentos. En R° hay un leve aumento de [Ca2+]i en KCl2, mientras que en 
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ante el primer estímulo, las células de H°R°(4h) tienen un mayor contenido de calcio durante 
los 10 minutos del registro de datos, comparados con R°, pero llegan a niveles similares 
en KCl2 (Figura 3-8C). En el pulso de KCl+TG hay un aumento significativo en los niveles 
de [Ca2+]i por el efecto de TG. Las células sometidas a hipoxia, H°, tienen los valores más 
bajos de A, sin importar el estímulo (Figura 3-8). 
 
















Figura 3-8: Tiempos de reoxigenación, área bajo la curva (A) 
A. Todos los estímulos, B. KCl1, en rayas, C. KCl2, en sólido, D. KCl+TG, en puntos. Código en colores: en 
azul: R°, en rojo: H°R°(4h), con reoxigenación de 4 horas, en verde: H°R°, con reoxigenación de 24h, diferencia 
significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, 
ns: no significativo. 
 
El comportamiento del cultivo control R° no evidencia un cambio aparente en la capacidad 
reguladora de calcio de las células, dada la mínima variación de A entre los estímulos. En 
KCl1 se observa una clara diferencia entre H°R°(4h) frente H°R° y R°, diferenciándose de 
ellos (Figura 3-8B); al compararse con R° se observa una mayor cantidad de [Ca2+]i en 
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mientras que, al compararse con H°R°, el experimento H°R°(4h) es mayor en KCl1, 
posiblemente debido a las diferencias de tiempo en la fase de reoxigenación, evidenciando 
el efecto de la hipoxia. Sin embargo, la fase de reoxigenación de 4 horas no se demuestra 
el efecto negativo de la hipoxia, observándose niveles similares de [Ca2+]i entre H°R°(4h) y 
el control R° en KCl2. Así mismo, la inhibición de TG a la bomba SERCA generan un 
incremento del calcio para H°R°(4h) en KCl+TG, efecto que no ocurre en los otros dos 
tratamientos. Para los experimentos de hipoxia con 24 horas de reoxigenación (H°R°) se 
evidencia el efecto negativo que genera el periodo de recuperación de las células, adicional 
al de la deprivación de oxígeno y glucosa, perdiéndose la aparente expresión de SERCA 
funcional y su efecto en la regulación del [Ca2+]i. 
 
De estas observaciones se concluye: (i) la importancia del almacenamiento de calcio en 
RE para las neuronas sometidas a hipoxia y su papel en el mecanismo de regulación de 
[Ca2+]i, (ii) el incremento en las bombas SERCA funcionales que puede llegar a causar la 
hipoxia en las neuronas, (iii) el incremento de SERCA es observable a las 4 horas de 
reoxigenación, pero (iv) no hay un efecto positivo observable que involucre a SERCA y el 
retículo endoplasmático pasadas 24 horas de reoxigenación, (v) la inhibición del 
almacenamiento en RE en las neuronas sometidas a hipoxia no puede ser suplido por los 
otros sistemas moleculares involucrados en el mecanismo de regulación del [Ca2+]i, 
evidenciado por el aumento de A ante la presencia de TG, mientras que (vi) en las células 
control (R°), la pérdida del almacenamiento en RE puede ser suplido por el mecanismo de 
regulación, disminuyendo el impacto de TG en la regulación normal de calcio. 
 
El incremento de bombas SERCA funcionales en los experimentos de hipoxia con 4 horas 
de reoxigenación se relaciona directamente con la mayor expresión de ARNm de SERCA, 
reportado en neuronas sometidas a OGD in vitro con tiempos de recuperación similares 
(79), no se constataron en este proyecto; sin embargo, esta variación en la expresión 
proteica de SERCA se reporta como un mecanismo endógeno de neuroprotección, propio 
de las neuronas expuestas a un insulto de hipoxia y es coherente con los resultados 
obtenidos en el tratamiento H°R°(4h) y el aumento de [Ca2+]i que se observa en los pulsos 
con presencia de TG en las neuronas.  
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Dependiendo de la cantidad de calcio basal que tiene la neurona, previo a cualquier 
estímulo, el aumento de la mitad de ancho de banda, B, determinará una disminución en 
la eficiencia de la regulación del [Ca2+]i. Esto indicará que la neurona tardará más tiempo 
en equilibrar los niveles de calcio luego de los estímulos. Por su parte, la disminución de 
B se podrá relacionar con el aumento en la eficiencia de la regulación de [Ca2+]i y, por 
tanto, la neurona requerirá un menor tiempo para regular el calcio. Los comportamientos 
de la mitad del ancho de banda relativo, B, permitirá relacionar cualitativamente la 
respuesta del mecanismo de regulación del [Ca2+]i ante la despolarización de la membrana 
plasmática por acción del KCl. 
 


















Figura 3-9: Tiempos de reoxigenación, mitad de ancho de banda (B) 
A. Todos los estímulos, B. KCl1, en rayas, C. KCl2, en sólido, D. KCl+TG, en puntos. Código en colores: en 
azul: R°, en rojo: H°R°(4h), con reoxigenación de 4 horas, en verde: H°R°, con reoxigenación de 24h, diferencia 
significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, 






































































H °R °  4 h
H °R °

































n s n s

































































Los valores de B (Figura 3-9) en los tres tratamientos son drásticamente diferentes entre 
sí. Las neuronas control R° muestran un incremento significativo de B entre los estímulos, 
evidenciándose a su vez el efecto de TG en el tercer pulso con K+. Por su parte, las 
neuronas sometidas a hipoxia con 24 horas de reoxigenación, H°R°, tienen un 
comportamiento similar de B entre los pulsos de K+, sin evidenciarse un cambio causado 
por la presencia de TG. Las neuronas de H°R°(4h) se comportan sin un patrón: inicialmente 
disminuye la magnitud de B entre los dos primeros estímulos, pero aumenta drásticamente 
en la presencia de TG. 
 
En R° los niveles de [Ca2+]i se mantienen con poca variabilidad entre los estímulos, 
demostrando que los mecanismos que permiten la entrada de calcio a la neurona se 
mantienen funcionales; los máximos de calcio que entran disminuyen con cada pulso y el 
mecanismo de regulación intracelular tarda más tiempo en recuperar la línea base. Esto 
indica que, como las neuronas mantienen los mecanismos de transporte de entrada de 
calcio funcionales y eficientes, el tiempo que se da entre estímulos no permite reducir el 
[Ca2+]i a los niveles basales, pero permiten que se dé la despolarización y la entrada del 
calcio, sin que esté comprometida la funcionalidad de los mecanismo de regulación de 
salida de calcio. Por esta razón, la variación de B en el tercer estímulo puede deberse a la 
cantidad de calcio que contiene la neurona y no al efecto negativo de TG. 
 
Por su parte, las neuronas de H°R°(4h) presentan una mayor entrada de calcio al interior de 
la célula en comparación a los otros dos tratamientos (R° y H°R°), consistente con la alta 
cantidad de [Ca2+]i que se observa en KCl1. El aumento de calcio, tanto de entrada como 
al interior de la célula durante los 10 minutos registrados en el primer estímulo con K+ 
evidencian el efecto de la hipoxia en la funcionalidad de los canales de calcio que permiten 
el transporte del catión, como del mecanismo de regulación, comparados con el control R°. 
Sin embargo, en KCl2 se observa una menor entrada de calcio, consistente con el aumento 
de la línea base previa al estímulo, y la disminución del [Ca2+]i en las neuronas, 
denotándose el control que surge luego de la activación de la célula, regulando tanto el 
nivel de calcio intracelular, (disminuye B), como la entrada del mismo, (disminuye P). En 
el estímulo con TG, la funcionalidad se mantiene en la entrada de calcio (P) pero no en el 
calcio que puede regularse al interior de la neurona (aumenta A y B). Estos resultados 
demuestran la importancia del retículo endoplasmático en el control intracelular del calcio, 
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el incremento de la expresión de SERCA causado por la hipoxia y el posible efecto 
protector (mecanismo auxiliar de supervivencia) que tiene su incremento funcional (79), ya 
que en KCl2 se observan valores muy cercanos en magnitud de P, A y B entre H°R°(4h) y 
el control R°. 
 
Para las neuronas sometidas a hipoxia y con 24 horas de reoxigenación, H°R°, se 
evidencian claramente los efectos negativos tanto de hipoxia como de la fase de 
recuperación planteada. La línea base de estas células son más altas que en R°, y no 
varían entre estímulos, por lo cual, la entrada de calcio será menor. A pesar de observarse 
menores valores de [Ca2+]i, este valor es relativo a la línea base y al estímulo en sí, por lo 
cual no se tiene en cuenta la cantidad basal de calcio que ya se encuentra en estas 
neuronas. El daño celular y molecular ocasionado por el exceso de [Ca2+]i es evidenciable 
luego de las 24 horas de recuperación que tienen estas células, afectando la funcionalidad 
de entrada de calcio a la neurona, como en la pérdida de funcionalidad de regulación del 
calcio, hecho que se evidencia en el constante valor de B entre estímulos (Figura 3-9). 
3.3.2 Controles 
Para todos los experimentos se propusieron tres controles negativos a la hipoxia, uno del 
cultivo negativo (R°) y dos con la presencia de los péptidos, EAR16R+ y EAR18R+, 
además de dos controles positivos, de hipoxia (H°R°, con 24 horas de reoxigenación) y de 
síntesis (EAR7H+R°). Se analizaron los promedios de P, A y B de los tres estímulos con 
K+ (KCl1, KCl2 y KCl+TG). 
 
La tendencia de las líneas base (Figura 3-10) en EAR16R+ muestra un comportamiento y 
valores muy similares a las neuronas de R°, demostrando que el péptido no tiene un efecto 
negativo sobre el cultivo a condiciones normales. Por lo contrario, el comportamiento de 
EAR18R+ es similar a las neuronas sometidas a hipoxia en H°R°, sin observarse cambio 
significativo entre los niveles de KCl1 y KCl2. Esto sugiere que la presencia del péptido 
EAR18 altera el comportamiento y la funcionalidad normal de las neuronas, incrementando 
los niveles basales de [Ca2+]i. Para el control positivo de síntesis, EAR7H+R°, se encuentra 
un comportamiento similar a H°R°, comportamiento que se espera debido a que el péptido 
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Figura 3-10: Línea base para los experimentos controles. 
KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16R+, 
en morado: EAR18R+, en naranja: EAR7H+R°, en verde: H°R°. Diferencia significativa según asteriscos, *: p 
de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
En los resultados de amplitud de pico, P (Figura 3-11), tanto los controles negativos (R°, 
EAR16R+ y EAR18R+) como los positivos de hipoxia (H°R°, EAR7H+R°), tienen una 
marcada tendencia a la disminución del calcio de entra entre los estímulos. 
Interesantemente, el control negativo EAR16R+ y el control positivo EAR7H+R° tienen 
comportamientos similares entre sí y con respecto al control R°, sin ser significativamente 
diferentes entre ellos ni entre los estímulos con K+ (Figura 3-11B). Este resultado 
demuestra un efecto inesperado del EAR7 en las células sometidas a hipoxia, 
reconociéndose un mecanismo normal de entrada de calcio y diferenciándose de las 
células control de hipoxia, H°R°, las cuales tienen una menor magnitud en los valores de 
P. En EAR16R+ se observa el mismo nivel de calcio de entrada a las neuronas entre el 
KCl2 y KCl+TG, al igual que ocurre en EAR7H+R°, sin encontrarse diferencia significativa 
entre los dos estímulos (Figura 3-11B). Los resultados de EAR18R+ se diferencia del 
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Figura 3-11: Controles, amplitud de pico (P) 
 A. Todos los estímulos, B. comparación R° vs. EAR16R+ vs. EAR7H+R°, C. comparación EAR18R+ vs. H°R°. 
KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16R+, 
en morado: EAR18R+, en naranja: EAR7H+R°, en verde: H°R°. Diferencia significativa según asteriscos, *: p 
de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
Las células en EAR16R+ tienen una entrada de calcio similar al observado en las células 
control R° en los tres pulsos. Por su parte, las células del tratamiento EAR7H+R°, debido 
a que tienen una mayor cantidad de calcio basal previo KCl1, según la línea base 
observada (Figura 3-10), el calcio global que se encuentra al interior de ellas es mayor que 
en R°. Este comportamiento puede deberse a una sobreactivación de receptores de 
membrana encargados del tráfico de calcio hacia la neurona y a una menor regulación del 
calcio que entra, resultando en el ligero incremento de [Ca2+]i total de la célula en KCl1. 
Por su parte, las células de EAR18R+ interiorizan una menor cantidad de calcio en los 
estímulos, posiblemente debido a sus ya altos niveles calcio basal (Figura 3-10). Este 
comportamiento indica que la cantidad de calcio que puede entrar a la célula se limita por 
la ya descrita existencia de calcio al interior de las neuronas, sin que se observe una menor 
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Figura 3-12: Controles, área bajo la curva (A) 
KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16R+, 
en morado: EAR18R+, en naranja: EAR7H+R°, en verde: H°R°. Diferencia significativa según asteriscos, *: p 
de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
En la Figura 3-12 se muestran las variaciones del área relativa bajo la curva (A) para los 
controles positivos y negativos. En el primer estímulo se observan altos niveles de [Ca2+]i 
en los tratamientos, que posteriormente disminuyen en KCl2; este comportamiento no se 
observa en el tratamiento R° ni en EAR18R+, ya que los niveles de [Ca2+]i del primer pulso 
son menores que los observados en el segundo pulso con K+. Se evidencia en las células 
de EAR16R+ una disminución drástica de los niveles de [Ca2+]i en KCl2. Ante el efecto de 
la TG, los niveles de [Ca2+]i se mantienen para los tratamientos R° y EAR7H+R°, aumenta 
significativamente para EAR16R+ y disminuye para EAR18R+ y el control de hipoxia, H°R°.  
 
Los comportamientos de R° y de H°R° demuestran un comportamiento diferenciable entre 
ellos, confirmando el efecto negativo de la hipoxia y asegurando la completa diferenciación 
entre estos dos cultivos. Las células sometidas a hipoxia demuestran un desbalance en la 
capacidad de regular el [Ca2+]i (A), ratificando el efecto citotóxico del catión en condiciones 
de hipoxia, que además modifican la capacidad de entrada del calcio (P). El 
comportamiento de EAR16R+ muestra que, a pesar de no generar efecto negativo en las 
neuronas, como se evidenció por los valores de P y de línea base, el [Ca2+]i entre los pulsos 
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varía significativamente en comparación a R°, demostrando una mayor eficiencia de los 
mecanismos de regulación de calcio. Así mismo, la presencia de TG aumenta 
significativamente el calcio que contienen las neuronas en los 10 minutos de lectura 
analizados, demostrando el posible incremento de bombas SERCA funcionales, indicando 
que el bloqueo de NMDAR que produce el antagonista EAR16 en condiciones normales 
puede llegar a aumentar la expresión de esta proteína; esto es consistente con la evidencia 
experimental hallada en literatura, en donde se demostró que el bloqueo del NMDAR por 
antagonistas (ketamina, MK801, ifenprodil) modifican la expresión de diversos genes (81-
85).  
 
Por su parte, en las células de EAR18R+ se encuentra que, posterior a un bloqueo del 
NMDAR de 24 horas a condiciones normales, se afecta notoriamente la cantidad de [Ca2+]i 
después de la despolarización causada por KCl, posiblemente debido a la inactivación de 
estos receptores, afectando la funcionalidad de entrada normal de calcio a las células, 
evidenciándose en los comportamientos de A y P (Figura 3-11). Este fenómeno afectaría 
directamente los niveles de calcio del RE y posiblemente la expresión o funcionalidad de 
SERCA, debido a que, en condiciones normales, no se lograría una eficiente captación de 
calcio por los depósitos intracelulares. A su vez, la limitada cantidad de calcio en RE 
limitaría la liberación del mismo desde los depósitos, causado por la despolarización de la 
célula, como se evidencia en el comportamiento de A ante la presencia de TG. El efecto 
antagonista del EAR18 es inespecífico y puede afectar a las subunidades GluN2A y 
GluN2B, lo cual puede entrar a afectar directamente a la célula y sus funciones normales, 
limitando más la entrada de calcio al interior de la neurona y afectando su comportamiento 
normal. La expresión de las subunidades GluN2A y GluN2B puede variar in vitro posterior 
a una deprivación tipo OGD, dependiendo del tiempo de reoxigenación (82, 86). Se ha 
reportado un incremento de ARNm que codifica para GluN2A posterior a 3 horas de 
reoxigenación en cultivos organotípicos de rodajas de hipocampo de rata Wistar (87). Este 
incremento puede explicar la notoria diferencia entre las respuestas de los dos péptidos, 
aumentando la inhibición de entrada de calcio en las neuronas tratadas con EAR18. La 
disminución de los niveles de [Ca2+]i relativos de EAR18R+ y de H°R° ante la presencia de 
TG demuestran un posible malfuncionamiento del mecanismo regulador de calcio 





El resultado de EAR7H+R° muestra un efecto inesperado de ésta secuencia sobre las 
células, que resulta en una aparentemente protección de los mecanismos de regulación 
de [Ca2+]i que no está ligado a un efecto antagonista sobre el dominio extracelular del 
NMDAR. La secuencia de este péptido no es derivado de Con-G (EAR7: TKRSSRAFRE-
NH2) y evidencia experimental ratifica que no interactúa con las subunidades GluN2A o 
GluN2B en células HEK293 transfectadas (20). Particularmente se observa para este 
péptido un comportamiento normal del calcio al interior de la neurona, que a su vez no 
genera una pérdida de funcionalidad en el mecanismo de regulación, ya que no se observa 













Figura 3-13: Controles, mitad de ancho de banda (B). 
KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16R+, 
en morado: EAR18R+, en naranja: EAR7H+R°, en verde: H°R°. Diferencia significativa según asteriscos, *: p 
de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, ****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
En los datos registrados de mitad de ancho de banda (B) se observa un aumento 
significativo en EAR16R+ y en EAR7H+R° al comparar los pulsos KCl2 vs KCl+TG. Sin 
embargo, en EAR16R+, B en KCl1 demuestra un mayor tiempo de regulación del [Ca2+]i, 
mientras que EAR7H+R° mantiene un valor de B sin diferencia significativa entre el KCl1 
y KCl2. EAR7H+R° se diferencia del comportamiento del control, R°, en el tiempo que 

















































































































































E A R 1 6 R +
E A R 1 8 R +











66 Síntesis de péptidos derivados de conantokina G y evaluación in vitro de 
su posible efecto neuroprotector en eventos isquémicos 
 
 
muestra un aumento significativo entre KCl1 y KCl2, mientras que no se encuentra una 
diferencia significativa ante la presencia de TG entre KCl2 y KCl+TG+.  
 
El comportamiento de EAR16R+ es congruente con la entrada de calcio a la célula y la 
cantidad registrada en calda pulso, denotándose la disminución en los parámetros A y B 
en KCl2. En el primer pulso se evidencia un mayor requerimiento de calcio en la neurona, 
que una vez dentro, activa el mecanismo de regulación y almacenamiento de calcio, 
llenando el RE. Esto se evidencia en la menor cantidad de calcio observable en KCl2. El 
valor de B en KCl1 demuestra una mayor necesidad de calcio al interior de la célula, por 
lo cual hay una disminución en B, sin evidenciar un daño celular. Ante la presencia de TG, 
hay un efecto contundente en la regulación del calcio y en las cantidades que contiene la 
neurona en los 10 minutos registrados, asociándose posiblemente a una mayor presencia 
de SERCA funcional en estas células; en EAR16R+ puede existir una relación entre el 
bloqueo del NMDAR y el incremento de la expresión génica de ciertas proteínas, que 
deberá confirmarse con otros experimentos, no llevados a cabo en este proyecto. 
 
El comportamiento de EAR18R+, contrario al EAR16, evidencia un mayor bloqueo de la 
entrada de calcio (P), que afecta directamente el nivel de [Ca2+]i en KCl1; esta baja cantidad 
de calcio (A) se evidencia por el corto tiempo que les toma a estas células llegar al 50% 
de la regulación (B). Posterior a la despolarización de la membrana y la activación del 
mecanismo de regulación intracelular, se da un aumento significativo tanto en el [Ca2+]i 
como en la regulación que requiere, dado que se disminuye la cantidad de calcio que 
puede entrar a la célula. Este comportamiento puede deberse a un incremento de los 
requerimientos de calcio a nivel intracelular, motivo por el cual, al haber poco calcio que 
entra (P en KCl2), se retiene por más tiempo y se evidencia el incremento de [Ca2+]i y del 
B. La presencia de TG muestra una disminución importante tanto en [Ca2+]i como en B, lo 
cual puede demostrar, al igual que las células sometidas a hipoxia (H°R°), una posible 
disminución en la expresión de SERCA funcional en las neuronas y un daño en RE.  
 
En las células de EAR7H+R° se observa un comportamiento similar al de las células control 
R°, evidente en las medidas de P como en B; la diferencia entre las líneas base demuestra 




entrada previa de calcio que sufren estas células, causado por los 45 minutos de OGD. El 
parámetro A muestra una mayor cantidad de [Ca2+]i en KCl1, en comparación con R°, 
concluyéndose que la mayor cantidad de calcio que entra en EAR7H+R° se da por la 
sobreactivación de los canales que permiten el flujo de calcio hacia el citoplasma. Se 
evidencia así mismo que estas células tienen una funcionalidad en la regulación del calcio, 
definido por el almacenamiento en RE (por el comportamiento con TG), suplementando su 
carencia y permitiendo regular normalmente el calcio de las neuronas posterior al OGD. 
3.3.3 EAR16 y EAR18 
Para definir si se mantuvo la funcionalidad de la homeostasis del calcio en las neuronas 
por EAR16 y EAR18 en los experimentos de OGD, se analizaron los promedios de los 
parámetros P, A y B en los diferentes estímulos con KCl. La acción de los péptidos se 
evaluó en tres experimentos diferentes, variando la presencia del péptido en la fase de 
hipoxia (H) y/o de reoxigenación (R), como se propuso previamente (Tabla 3-1). 
 















Figura 3-14: Línea base para los experimentos con EAR16 y EAR18 
A. Experimentos con péptido EAR16 B. Experimentos con péptido EAR18. KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, 
KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16, en morado: EAR18, en verde: H°R°. 
Diferencia significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, 
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La presencia del péptido EAR16 en hipoxia (EAR16H+R°) muestra un ligero aumento en 
el promedio de la línea base registrada al compararlos con el R° (Figura 3-14A). El nivel 
máximo que se observa de [Ca2+]i en las células de EAR16H+R° en KCl+TG no sobrepasa 
los valores registrados para el R° y en general mantiene el mismo comportamiento de 
incremento de línea base del control sin hipoxia. En EAR16H+R+ se observan valores y 
comportamientos similares a los registrados para las células control de hipoxia, H°R°. En 
EAR16H°R+ hay un aumento considerable de la línea base registrada previa a KCl1. En 
los experimentos con presencia de EAR18 se evidencia un incremento en la línea base en 
los estímulos (EAR18H+R° y EAR18H+R+), mientras que en EAR18H°R+ hay una 
disminución de la línea base, este último con un comportamiento comparable al control de 
hipoxia H°R° (Figura 3-14B). 
 
Estos resultados muestran un incremento en los niveles basales de calcio por acción de 
los péptidos en EAR16H°R+, EAR18H+R° y EAR18H+R+, comparando los promedios con 
los observados en R° y en H°R°. El efecto de la presencia de EAR16 en la fase de 
reoxigenación no disminuye los niveles de [Ca2+]i previo a cada estímulo, siendo necesario 
la presencia del péptido en la fase de hipoxia para mantener funcional la entrada del calcio. 
Este resultado es consistente con la actividad del NMDAR en los insultos de hipoxia y que 
generan la mayor entrada de calcio ocasionado por la deprivación; mientras no se bloquee 
el NMDAR en los 45 minutos de hipoxia, se observa el incremento del [Ca2+]i basal.  
 
Lo contrario sucede con la presencia del péptido EAR18 en el cultivo, denotándose que en 
la fase de hipoxia aumenta los niveles de [Ca2+]i y la presencia solo en la reoxigenación 
genera una clara reducción de los niveles basales de calcio previos a los estímulos, 
comparándolos entre sí. Este resultado puede deberse a que el EAR18 tiene un efecto en 
las células sin la necesidad de un insulto de hipoxia, como se discutió previamente en los 
controles, demostrando una posible sinergia entre el péptido, el bloqueo inespecífico del 
NMDAR en las neuronas y la hipoxia a los que se someten las células. Así mismo, la 
presencia del péptido en la fase de reoxigenación (EAR18H°R+) muestra un 
























Figura 3-15: Efecto de los péptidos en la amplitud de pico (P) 
A. Experimentos con péptido EAR16 B. Experimentos con péptido EAR18. KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, 
KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16, en morado: EAR18, en verde: H°R°. 
Diferencia significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, 
****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
Los valores de la amplitud de pico, P, muestran en general una disminución entre los 
estímulos. La presencia del péptido EAR16 en la fase de hipoxia (H+R°) y en las dos fases 
(H+R+) genera una disminución significativa entre los pulsos y mantiene un 
comportamiento similar a las células control R°, con mayor diferencia en EAR16H+R+ 
(Figura 3-15A). Cuando el péptido se administra solo en la fase de reoxigenación (H°R+) 
no se observa una diferencia significativa del valor P entre estímulos e incluso tiene valores 
más bajos que el control de hipoxia, H°R°. La presencia del péptido EAR18 en la fase de 
hipoxia (H+R°) y en las dos fases (H+R+) muestra una disminución de los valores de P 
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máximo similares entre KCl2 y KCl+TG. Para los tres experimentos de EAR18 se observa 
un comportamiento diferenciable de R° y más parecido a las células control de hipoxia, 
H°R°. 
 
Las células en EAR16H°R+ muestran una menor entrada de calcio en los pulsos con K+, 
relacionado con el incremento de [Ca2+]i que se observa en la línea base del experimento, 
que a su vez limita efectivamente la entrada de calcio a la célula. Este comportamiento 
denota el efecto de la hipoxia en las células, que eventualmente el bloqueo al NMDAR no 
puede contrarrestar, disminuyendo la funcionalidad del mecanismo regulador de calcio. 
Por su parte, en los experimentos EAR16H+R° y EAR16H+R+ se observa un 
comportamiento similar a R°; esto determina la funcionalidad de la entrada de calcio por 
NMDAR y que previene el efecto citotóxico del catión. Por lo contrario, la presencia de 
EAR18 en las células no contribuye a mantener la funcionalidad del mecanismo de 
regulación de calcio, demostrándose un incremento en la línea base, que limitará la entrada 
de calcio en cada estímulo con K+. 
 
En el análisis del área bajo la curva, A, se evidencia la disminución del [Ca2+]i entre KCl1 
y KCl2 para EAR16H+, mientras que no hay una diferencia significativa entre KCl2 y el 
estímulo con TG (Figura 3-16A). En EAR16H+R+ se observan valores más altos al 
compararlo con R°. Por su parte, en EAR16H°R+ tiene un incremento de la magnitud de A 
entre estímulos además de encontrarse los valores más bajos, incluso que el tratamiento 
H°R°. Los comportamientos de EAR18 en todos los experimentos muestran limitados 
























Figura 3-16: Efecto de los péptidos en el área bajo la curva (A) 
A. Experimentos con péptido EAR16 B. Experimentos con péptido EAR18. KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, 
KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16, en morado: EAR18, en verde: H°R°. 
Diferencia significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, 
****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
Los niveles de [Ca2+]i que tienen las células en los 10 minutos registrados denotan un 
comportamiento similar entre EAR16H+R° y el control R°; la presencia del péptido en la 
fase de hipoxia mantiene niveles de calcio que puede soportar la célula, menores a R°, sin 
observarse cambio significativo entre estímulos ni ante la presencia de TG, al igual que 
ocurre en R°. La presencia del péptido en las dos fases, EAR16H+R+, muestra un aumento 
de los niveles de [Ca2+]i del primer pulso con K+, consistente con los valores mostrados de 
P. Este resultado demuestra un mayor requerimiento de calcio en las neuronas con la 
presencia de EAR16 tanto en la fase de hipoxia como en la de reoxigenación; luego de 24 
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citoplasma de calcio puede generar su liberación de los depósitos celulares, aumentando 
así la línea base (Figura 3-14A). Lo contrario sucede con la presencia de EAR16 en hipoxia 
(H+R°), denotándose la necesidad de calcio que requiere la neurona en la fase de 
reoxigenación, que se dará mientras no haya presencia de un antagonista del NMDAR. La 
presencia del EAR16 únicamente en reoxigenación (H°R+) resulta en daño por la 
citotoxicidad del calcio, adicional a la perdida de funcionalidad del mecanismo de 
regulación del calcio, consistente con los valores de P descritos previamente (Figura 
3-15A). Estos resultados son causados por la hipoxia, que incrementa los niveles de calcio 
de línea base (Figura 3-14A). A su vez, para EAR16H+R° y EAR16H+R+, se evidencia un 
mínimo impacto del efecto de TG en el sistema de regulación, ya que no hay un aumento 
apreciable de los niveles de [Ca2+]i, como si ocurre en EAR16H°R+. 
 
La presencia de EAR18 en las diferentes fases muestra diversos comportamientos que 
terminan afectando a las neuronas sometidas a hipoxia. En todos los experimentos con 
EAR18 hubo un incremento en la línea base (Figura 3-14B), la disminución del calcio que 
entra a la célula (Figura 3-15B) y un menor nivel relativo de [Ca2+]i, al compararse con el 
R° y H°R°. Para EAR18H+R° y EAR18H+R+ hay una reducción en los niveles de [Ca2+]i 
ante la presencia de TG. Estos resultados determinan un posible daño global del 
mecanismo de regulación, ya que, a pesar de que se da el bloqueo de la entrada por el 
NMDAR, el efecto que tiene el péptido, especulado previamente en los experimentos 
control de EAR18, causan un aumento del [Ca2+]i previo a cualquier estímulo. El 
mecanismo de la neurona que limita la entrada de calcio se mantiene en los dos 
experimentos, impidiendo que se observen los valores normales expuestos por las células 
en R°; esto permite relacionar los bajos valores de P directamente con los altos valores de 
línea base que se observa en las células. Adicionalmente, la baja entrada de calcio se 
relaciona con la baja cantidad del catión, relativo a cada estímulo, evidenciando que hay 
una mayor cantidad de [Ca2+]i que no se regula y que se mantiene en el citoplasma, 
generando posiblemente un daño progresivo en las células. Este comportamiento es 
propio de las células afectadas por la hipoxia y demuestran que el EAR18 tiene un efecto 
negativo en las células y afecta la funcionalidad del mecanismo de regulación de calcio. 
Por su parte, en EAR18H°R+ se evidencian comportamientos que se asemejan más al 




se dé el aumento excesivo del [Ca2+]i, pero no evita el daño ocasionado previamente por 
la hipoxia. De igual manera, se encuentra un efecto en los niveles de calcio causado por 
la presencia de TG, inhibiendo efectivamente las bombas SERCA de RE. Este resultado 
muestra que el péptido EAR18, a pesar de no contrarrestar el daño que sufren las neuronas 





















Figura 3-17: Efecto de los péptidos en la mitad del ancho de banda (B) 
A. Experimentos con péptido EAR16 B. Experimentos con péptido EAR18. KCl1, en rayas, KCl2, en sólido, 
KCl+TG, en puntos. Código en colores: en azul: R°, en amarillo: EAR16, en morado: EAR18, en verde: H°R°. 
Diferencia significativa según asteriscos, *: p de 0.01 a 0.05, **: p de 0.001 a 0.01, ***: p de 0.0001 a 0.001, 
****: p<0.0001, ns: no significativo. 
 
En EAR16H+R° no hay un cambio significativo del tiempo registrado para B entre los 
estímulos de K+ ni se observa efecto aparente de TG. Para EAR16H+R+, no hay una 
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neuronas, aumentando el tiempo que tarda el llegar al 50% de la regulación del calcio. En 
EAR16H°R+ se observan un leve incremento en el tiempo registrado para B entre los dos 
primeros pulsos de K+, pero no se encuentra diferencia significativa entre KCl2 y KCl+TG 
(Figura 3-17A). En EAR18H+R° se observa un fuerte incremento en el tiempo registrado 
en KCl2 y una fuerte disminución en KCl+TG, mientras que para EAR18H+R+ y 
EAR18H°R+ se evidencia que TG incrementa el valor de B. Para los tres experimentos 
con la presencia de EAR18, exceptuando los comportamientos ya descritos, los tiempos 
registrados de B son más bajos que los encontrados para R° y para H°R° (Figura 3-17B). 
 
En EAR16H+R° la inhibición de las bombas SERCA se ven suplidas por los demás 
componentes del mecanismo de regulación, disminuyendo el impacto que tiene la 
inhibición del almacenamiento en el RE para estas células, manteniendo los tiempos de B 
cercanos a los encontrados para las células control R°. En EAR16H+R+ se encuentran 
tiempos más altos que los registrados para el R° y un fuerte efecto de TG en la regulación 
del [Ca2+]i, concluyéndose que hay un posible incremento en la expresión de SERCA 
funcional pero que continua sin afectar el mecanismo global de regulación del calcio, como 
se evidencia en los niveles de [Ca2+]i (Figura 3-16A). Para EAR16H°R+, los bajos tiempos 
que requiere estas células para llegar al 50% de regulación de calcio está directamente 
relacionado con la baja cantidad que entra de calcio en cada despolarización de la 
membrana (Figura 3-16A); así mismo, se evidencia que los niveles de [Ca2+]i no logran 
regularse en su totalidad, manteniendo un alto nivel del catión en citoplasma, como se 
evidencia en las líneas bases registradas (Figura 3-10A). 
 
Las células del experimento EAR18H+R° tardan más tiempo para regular el 50% del [Ca2+]i 
en KCl2. Este comportamiento inusual puede deberse al efecto sinérgico de la hipoxia y el 
péptido sobre las neuronas, afectando la entrada de calcio por NMDAR y la regulación 
intracelular de calcio. Los experimentos EAR18H+R+ y EAR18H°R+ muestran un posible 
incremento en la expresión de SERCA funcional, y su inhibición no afecta la eficiencia del 
mecanismo de regulación del calcio en el experimento EAR18H+R+ (Figura 3-16B); por su 
parte, la inhibición de SERCA afecta la eficiencia del mecanismo de regulación del calcio 
si el péptido solo se adiciona en la fase de reoxigenación (H°R+), incrementando tanto el 




3.4 Análisis de resultados 
Los cultivos de neurona, inicialmente en medio de cultivo PNGM, no tienen estímulo 
externo que genere la respuesta del pulso eléctrico, por lo cual, previo a los estímulos que 
se entraron a analizar (los pulsos KCl2 y KCl+TG), se llevó a cabo un primer pulso (KCl1), 
para activar los mecanismos de las neuronas que disparan el potencial de acción y el flujo 
de iones necesarios para modificar (despolarizar) y recuperar (repolarizar) el potencial de 
membrana de la neurona funcional.  
 
Para el calcio, catión importante en las señalizaciones y cascadas intracelulares que 
intervienen en diversas funciones celulares, actúa un mecanismo de regulación que 
permite controlar los niveles intracelulares del calcio, para evitar que tenga un efecto 
citotóxico en la célula y la activación de rutas de muerte celular. Este mecanismo consta 
de diversas proteínas que tienen como función transportar al calcio fuera de la célula, como 
la bomba de calcio de membrana plasmática (PMCA) o hacia depósitos intracelulares 
(retículo endoplasmático, mitocondria), siendo un sistema multicomponente y dinámico. La 
regulación se da a partir del censo de los niveles de calcio del citoplasma, activando la 
exportación, la captura y la liberación del calcio de depósitos celulares. Todos estos 
sistemas actúan antes de que la célula alcance el nivel máximo de calcio en la entrada 
hacia la neurona, que se presenta en la despolarización del potencial de membrana (P).  
 
La funcionalidad se determina a partir de la comparación entre H°R° (hipoxia, 0% de 
funcionalidad) y R° (control, sin hipoxia, 100% funcionalidad), evaluando los valores de 
basales de calcio (línea base, 0-100%), de entrada de calcio (P, 0-100%), de los niveles 
de calcio intracelulares que se registran en 10 minutos (A, 0-100%) y el efecto de TG, 
dependiendo de la diferencia entre KCl2 y KCl+TG (0% si AKCl2>AKCl+TG, 50% si 
AKCl2<AKCl+TG y 100% si AKCl2=AKCl+TG), y finalmente del tiempo de regulación media del 
calcio (B, 0-100%), a su vez evaluando el efecto de TG (0% si BKCl2>BKCl+TG, 50% si 
BKCl2=BKCl+TG y 100% si BKCl2<BKCl+TG) (Tabla 3-2). Los estímulos con TG permiten 
reconocer de manera indirecta la presencia de bombas ATPasas SERCA funcionales en 
las neuronas tratadas, además de evaluar la integridad del mecanismo de regulación de 
salida del calcio. TG es un inhibidor no competitivo de SERCA e impide que se dé el 
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almacenamiento de calcio en el retículo endoplasmático (RE), uno de los componentes del 
mecanismo de regulación del [Ca2+]i.  
 
 FUNCIONALIDAD (%) 






















100 0 0 100 100 0 0 0 0 0 0 0 
P 100 0 100 100 100 100 0 0 0 0 0 100 
A 100 0 0 0 100 100 0 0 0 0 0 100 
B 100 0 100 0 100 100 0 100 0 0 0 100 
TG (A) 100 0 50 50 100 100 50 0 0 0 50 100 
TG (B) 100 0 100 100 50 100 50 50 0 50 100 100 
TOTAL (%) 100 0 58 58 92 83 17 25 0 8 25 83 
 
Tabla 3-2: Evaluación de funcionalidad para todos los tratamientos. 
P: amplitud de pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda, TG(A): efecto de TG en los datos 
registrados de A, comparando KCl2 y KCl+TG, TG(B): efecto de TG en los datos registrados de B, comparando 
KCl2 y KCl+TG. 
 
En el experimento R°, a partir de los parámetros P, A y B, se analizaron los procesos 
involucrados en la homeostasis del calcio de las neuronas. En este control de cultivo, sin 
realizar una deprivación OGD, se determinó que hay una entrada normal y funcional de 
calcio (P) que no afecta significativamente los niveles de calcio basales (línea base) y 
comprobando la funcionalidad de las proteínas que permiten el influjo de calcio a la 
neurona (INFLUX). Los niveles de calcio que se analizaron en 10 minutos de registro 
demostraron que no había una variación entre estímulos y que la acción de TG en inhibir 
las bombas SERCA de RE no incrementó los niveles de calcio en citoplasma en cada 
estímulo (A), mientras que si hubo un incremento en el tiempo de regulación medio de la 
célula (B). Este resultado permite concluir que hay presencia de bombas SERCA 
funcionales en el RE, y que la inhibición del almacenamiento en este orgánulo intracelular 
afecta directamente la eficiencia del mecanismo de regulación, sin afectar la funcionalidad 
de los demás componentes moleculares que hacen parte del mecanismo, como las 
proteínas que permiten la exportación de calcio en membrana plasmática (OUTFLUX), 
llegando a suplir la carencia de RE e impidiendo que aumenten los niveles de calcio que 





Figura 3-18: Mecanismo de regulación para el tratamiento control R°, sin hipoxia. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color verde en Ca2+ 
dentro de la neurona) permiten afirmar que este tratamiento tiene neuronas con 100% de funcionalidad. 
 
El control de hipoxia, H°R°, con 24 horas de reoxigenación, según los parámetros P, A y 
B, se diferencia claramente del control R° y de la hipoxia con 4 horas de reoxigenación, 
H°R°(4h). Los niveles de calcio intracelulares son de mayor magnitud que R° (línea base), 
debido al daño causado por la deprivación de oxígeno y glucosa, que ocasiona la filtración 
de calcio y dispara su efecto citotóxico, evidenciándose a su vez la perdida de 
funcionalidad en la entrada de calcio (INFLUX, P). A su vez, no se observa un efecto del 
inhibidor TG en los niveles de calcio durante los 10 minutos analizados (A) ni en el tiempo 
de regulación media del catión (B), lo cual permite concluir que existe una pérdida de 
funcionalidad y por lo tanto un daño en el mecanismo de regulación, afectando tanto la 
capacidad de almacenar calcio en el RE como en la exportación del calcio fuera de la 
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Figura 3-19: Mecanismo de regulación para el tratamiento control de hipoxia H°R°(4h), 4 horas de 
reoxigenación. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color rojo en Ca2+ 
dentro de la neurona) permiten afirmar que este tratamiento tiene neuronas con 0% de funcionalidad. 
 
Por su parte, el experimento de hipoxia con 4 horas de reoxigenación, H°R°(4h), a pesar de 
tener un aumento en los niveles basales de calcio (línea base), tiene su flujo de entrada 
de calcio normal (P). Al analizar los niveles de calcio en los pulsos con presencia de TG, 
se encuentra que hay una alta expresión de SERCA que contribuye al mecanismo de 
regulación, aumentando simultáneamente los niveles de [Ca2+]i que no logran regularse 
con la misma eficiencia (A), generando un incremento en el tiempo de regulación media 
(B) (Figura 3-20). Este resultado respalda el efecto neuroprotector que tiene SERCA en 
estos experimentos, así como la viabilidad celular relativa observada (Figura 3-21). Este 
comportamiento es consistente con el efecto neuroprotector endógeno reportado por 
Kopach (79), en donde se encuentra una mayor expresión de SERCA que contribuye a la 









































































































































Figura 3-20: Mecanismo de regulación para el tratamiento control de hipoxia H°R°(4h), 4 horas de 
reoxigenación. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color rojo en Ca2+ 
dentro de la neurona) permiten afirmar que este tratamiento tiene neuronas con 58% de funcionalidad. 
 
 
Figura 3-21: Porcentajes de viabilidad para el experimento de H°R°(4h) 
Codigo de colores: células que responden a los estímulos: gris, células que no son viables en KCl1: azul, 































































































































































No viables en KCl1 No viables en KCl2 Responden No viables en TG
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EAR16R+: hay un efecto en las neuronas por la presencia del péptido, incrementando la 
expresión de la bomba SERCA funcional sin la necesidad de un estímulo de hipoxia, 
aunque esta conclusión debe ser confirmada con experimentos complementarios, no 
llevados a cabo en este trabajo; indirectamente, la interacción EAR16-NMDAR promueve 
el incremento de la eficiencia de SERCA en RE o la expresión de la proteína funcional, 
incrementando la dependencia del mecanismo de regulación al almacenamiento en RE. El 
bloqueo selectivo que tiene el EAR16 en la subunidad GluN2B no genera un efecto 
negativo en la funcionalidad de la neurona, diferenciándose claramente del control de 
hipoxia H°R°.  
 
EAR16H+R°: el bloqueo selectivo de EAR16 al NMDAR en la fase de hipoxia permite 
 
Figura 3-22: Mecanismo de regulación para el tratamiento EAR16 H+R°. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color verde en Ca2+ 














































































































































































mantener al 92% el sistema de regulación de [Ca2+]i luego de 24 horas de reoxigenación. 
(Tabla 3-2) (Figura 3-22). Este resultado demuestra que el antagonista EAR16 es capaz 
de bloquear efectivamente la entrada de calcio a la neurona en eventos de isquemia in 
vitro por OGD, limitando los niveles de calcio intracelular y permitiendo que la mayoría del 
mecanismo se conserve funcional a lo largo de los 45 minutos de hipoxia, minimizando los 
posibles daños causados por la fase de reoxigenación. 
 
EAR16H+R+: El efecto de EAR16 se complementa con su presencia en la fase de 
reoxigenación, tiempo en el cual ocurre un daño apreciable en las células debido la 
presencia de un ambiente oxidativo que conlleva al incremento de especies ROS. Por los 
resultados se evidencia una aparente disminución del daño por reoxigenación cuando 
EAR16 está presente en esta fase (R+). Adicional al incremento de SERCA funcional, 
también puede haber un aumento de proteínas de membrana encargadas del transporte 
de calcio fuera de la célula, como la PMCA, que ayudaría a mantener la eficiencia del 
 
Figura 3-23: Mecanismo de regulación para el tratamiento EAR16 H+R+. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color rojo en Ca2+ 
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mecanismo de regulación de calcio, sin que se observase un aumento en el tiempo de 
regulación media de calcio (B), supliendo el bloqueo de SERCA por acción de TG. Si hay 
presencia del péptido en la fase de reoxigenación (H+R+), se mantiene la expresión de 
SERCA causada por la hipoxia, a diferencia las células control de hipoxia, H. El mecanismo 
de regulación del calcio se mantuvo, no totalmente funcional, ya que tiene diferencia 
significativa con el control R°, pero si disminuyó el impacto de la hipoxia y del efecto 
citotóxico del calcio a nivel intracelular (Figura 3-23). 
 
EAR16H°R+: La presencia del péptido únicamente en la fase de reoxigenación (H°R+) no 
impide la entrada del calcio a la célula ni su efecto citotóxico, causado por la fase de 
hipoxia. Esto se evidencia en la magnitud de calcio basal en las células previo a cada 
estímulo, lo que altera el mecanismo de regulación del calcio de estas neuronas 
(funcionalidad de 17%, Tabla 3-2).  
 
Para EAR16 se observó un incremento de la capacidad de almacenamiento del retículo 
endoplasmático, dado el incremento de bombas ATPasas SERCA funcionales. Debido a 
que este efecto ocurre a condiciones normales, es posible que la interacción EAR16 - 
NMDAR y la disminución del flujo de calcio hacia la célula este alterando la codificación de 
moléculas relacionadas con la regulación de calcio (88), induciendo la expresión génica de 
Serca1, entre otras proteínas que no se analizaron.  
 
Los porcentajes de viabilidad de los experimentos con presencia de EAR16, 
comparándose con R° y H°R° (Figura 3-24) muestran un incremento en la viabilidad para 
los cultivos en EAR16R+ (74%, n=136), mientras que los cultivos EAR16H+R° (46%, 
n=122), EAR16H+R+ (51%, n=123) y EAR16H°R+ (52%, n=113) mantienen un alto 
porcentaje de células no viables [R° (60%, n=179), H°R° (62%, n=131)]. A pesar de que 
no se encuentran incremento en los porcentajes de viabilidad relativo, se puede asegurar 






Figura 3-24: Porcentajes de viabilidad para los experimentos de EAR16 
Código de colores: células que responden a los estímulos: gris, células que no son viables en KCl1: azul, 
células que no son viables en KCl2: naranja, células que no son viables en KCl+TG: amarillo. 
3.4.2 EAR18 
EAR18R+: Se observa un efecto negativo del péptido, debido a que todos los parámetros 
presentaron una variación significativa al control R°. Este comportamiento se asemeja al 
observado para células sometidas a hipoxia, por lo cual el péptido modifica notoriamente 
la regulación de calcio de las neuronas. 
 
La presencia del péptido EAR18 en los cultivos muestra un incremento del calcio basal de 
la célula, sin importar la fase estudiada. Debido al previamente descrito efecto negativo 
que tiene este péptido sobre las neuronas, es evidente que el bloqueo del péptido al 
NMDAR no se logra controlar la entrada de calcio y su efecto citotóxico en la hipoxia. A 
pesar de esto, la presencia de EAR18 en la reoxigenación (H°R+) mantiene la expresión 
de SERCA posterior a las 24 horas de la fase (Figura 3-25). Así mismo se encuentra que 
los valores de las variables analizadas (P, A, B) no son comparables con el experimento 
R°, evidenciando el efecto negativo del péptido en las neuronas de hipocampo. 
  
EAR18 H°R+
No viables en KCl1 No viables en KCl2
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Figura 3-25: Mecanismo de regulación para el tratamiento EAR16 H°R+. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color rojo en Ca2+ 
dentro de la neurona) permiten afirmar que este tratamiento tiene neuronas con 25% de funcionalidad. 
 
El análisis de la viabilidad para los experimentos con presencia de EAR18 (Figura 3-26) 
muestra una disminución en la población de células que responden ante los estímulos en 
todos los experimentos propuestos: EAR18R+ (52%, n=128), EAR18H+R° (53%, n=193), 
EAR18H+R+ (48%, n=180), EAR18H°R+ (49%, n=169). Los resultados de todos los 
experimentos no sugieren un efecto protector ni un efecto que permita mantener la 
integridad del mecanismo de regulación, debido al aumento del porcentaje de células que 

























































































































































































Figura 3-26: Porcentajes de viabilidad para los experimentos de EAR18 
Código de colores: células que responden a los estímulos: gris, células que no son viables en KCl1: azul, 
células que no son viables en KCl2: naranja, células que no son viables en KCl+TG: amarillo. 
 
El EAR18 tuvo una mínima conservación de los mecanismos de regulación del calcio por 
un efecto indeseado, presumiblemente tóxico, del péptido sobre las neuronas. Al tener un 
efecto antagonista inespecífico entre las subunidades GluN2A y GluN2B (20), el 
incremento del bloqueo a NMDAR puede generar un fenómeno de compensación de la 
entrada de calcio sin estímulo, similar al reportado para ketamina (89), involucrando la 
activación de otros transportadores de calcio hacia el interior de la neurona y el incremento 
de la expresión de las subunidades de NMDAR durante la fase de reoxigenación. 
3.4.3 EAR7 
El péptido EAR7 fue diseñado previamente a partir de la interacción en el dominio CDT 
(carboxi terminal) del NMDAR con la quinasa de muerte neuronal DAPK1, blanco 
intracelular que interviene en la señalización del proceso de muerte celular. Este péptido 
derivado (TKRSSRAFRE-NH2) fue diseñado para interferir con la interacción NMDAR-
DAPK1 y evitar la cascada intracelular que lleva a cabo esta quinasa, pero adicionalmente 
se empleó en los trabajos de validación por electrofisiología como control negativo de 
síntesis. A pesar de que el péptido no se diseño para atravesar la membrana plasmática 
de la neurona, se logra apreciar un marcado efecto positivo en las células tratadas con el 
































No viables en KCl1 No viables en KCl2
Responden No viables en KCl+TG
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NMDAR, sin la necesidad de un transportador o carrier. Sin embargo, debido a que es un 
resultado fue inesperado, no se realizaron los demás tratamientos propuestos en este 
trabajo, para evaluar su capacidad protectora según su presencia en las fases de la 
hipoxia, por lo cual esta conclusión es una presunción de como actua el péptido. 
 
 
Figura 3-27: Mecanismo de regulación para el tratamiento EAR7 H+R°. 
P: amplitud del pico, A: área bajo la curva, B: mitad de ancho de banda. TG: tapsigargina, SERCA: ATPasa de 
calcio del retículo sarco-endoplasmático, RE: retículo endoplasmático. INFLUX: proteínas relacionadas con el 
transporte de entrada del calcio, OUTFLUX: proteínas relacionadas con el transporte de salida del calcio. Los 
niveles de funcionalidad evaluados en los parámetros y la línea base (determinado por el color rojo en Ca2+ 
dentro de la neurona) permiten afirmar que este tratamiento tiene neuronas con 83% de funcionalidad. 
 
Adicional al comportamiento descrito para EAR7H+R°, se observó un incremento en la 
viabilidad celular de este experimento (Figura 3-28), comportamiento que no se observa 
en los experimentos de hipoxia con la presencia de los péptidos EAR16 y EAR18 (Figura 
3-24 y Figura 3-26, respectivamente). Debido a que es una secuencia derivada de DAPK1 
y no está relacionada con la neurotoxina Con-G, no se puede asegurar si logra pasar la 
barrera lipídica de la membrana plasmática, pero sí se reconoce que hay un incremento 
de las bombas SERCA funcionales, posiblemente causado por el EAR7 y una eficiente 


















































































































































































Figura 3-28: Porcentajes de viabilidad para los experimentos de EAR7H+ 
Codigo de colores: células que responden a los estímulos: gris, células que no son viables en KCl1: azul, 








No viables en KCl1 No viables en KCl2 Responden No Viables en TG
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4. Acoplamiento Molecular 
4.1 Generalidades 
El acoplamiento molecular o docking es una herramienta bioinformática que permite 
modelar computacionalmente (in silico) la configuración espacial que una molécula 
pequeña (ligando) que va a tener en un sitio de unión de una macromolécula objetivo 
(receptor). Mediante los algoritmos de acoplamiento y funciones de puntuación o scoring, 
la técnica busca generar, de forma aproximada, la conformación más favorable del 
complejo ligando-receptor, analizando diversas características y propiedades de las 
moléculas implicadas y estimando la energía libre del complejo (90). Esta herramienta ha 
permitido estudiar, a bajo costo y con relativa rapidez, diversas moléculas derivadas del 
diseño de medicamentos, ampliando el campo de investigación y los alcances del 
descubrimiento de moléculas con actividad biológica selectiva, implicadas en procesos 
biológicos como señalización y regulación celular, así como el reconocimiento de un 
receptor o una enzima por un ligando, interacciones tipo proteína-proteína o fármaco-
proteína (91). A su vez, como todas las aproximaciones in silico, los resultados de 
acoplamiento molecular deben validarse mediante pruebas experimentales. 
 
Para la técnica se hace necesario contar con la estructura tridimensional de las moléculas, 
determinada por un método cristalográfico o de resonancia magnética nuclear. Esta 
representación tridimensional brinda información de conformación en el espacio de los 
componentes de la macromolécula objetivo y sus sitios de unión o activos, sobre los cuales 
se realizará el acoplamiento molecular. Tanto para el ligando como para el receptor se 
debe tener en cuenta los estados de protonación y la flexibilidad de la estructura, para 




la conformación del receptor permiten un estudio exploratorio de la interacción ligando-
receptor, dado que, si se asume la flexibilidad de la macromolécula, necesariamente 
aumentan los tiempos que emplea el algoritmo para calcular las conformaciones, así como 
el costo computacional para general el modelamiento. De forma general, el acoplamiento 
busca las diferentes conformaciones y orientaciones de la molécula ligando sobre la 
macromolécula objetivo preestablecida y la medida de la afinidad de unión de las diferentes 
conformaciones generadas (91). 
4.2 Metodología 
Para el acople molecular es necesario una estructura terciaria del receptor y un ligando. 
Tras la búsqueda de estructuras elucidadas y publicadas en la base de datos Protein Data 
Bank (PDB), se seleccionó el NMDAR de código 5FXH (Rattus norvegicus) en 
conformación tetramérica con las subunidades GluN2B y GluN1. Esta estructura esta 
reportada como la conformación no activa para el transporte de calcio del NMDAR (92). A 
partir de 5FXH se realizó la búsqueda exploratoria del sitio de interacción entre el receptor 
y la Con-G (código 1ONU). Se emplearon como referencia los aminoácidos del sitio de 
unión del glutamato al receptor (GluPocket: H486, S512, T514, R519, S690, T691, Y731, 
D732) (33), la región S2 del LBD (S2: E658 - I815), teniendo como referentes los residuos 
M739 y K755 (18) y un resultado previo de acoplamiento entre Con-G y GluN2B 
(Dock2010: E420, S421, D423, K458, D715) (93). 
 
Para el acoplamiento molecular, se emplearon las herramientas Autodock Vina (94) y MOE 
(Molecular Operating Enviroment) (95), además de los software de visualización 
AutoDockTools (96), PyMol (97), UCSF Chimera (98), y Discovery Studio Modeling 
Environment (99).  
4.2.1 Dicroismo circular 
Previo al acoplamiento molecular, se analizó el espectro de dicroísmo circular para las 
estructuras EAR16 y EAR18 para corroborar las estructuras secundarias obtenidas en las 
simulaciones de Reyes y colaboradores (20). Las muestras se prepararon a una 
concentración de 5x10-6M disueltos en 30% (v/v) de trifluoroetanol (TFE) en agua. Los 
datos de elipticidad molar se obtuvieron usando el espectropolarímetro JASCO J-810 
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(JASCO Company, Japón) y se llevó a cabo la deconvolución con los programas 
SELCON3, CDSSTR y CONTINLL (100), para analizar datos numéricos y estimar los 
porcentajes de -helice (), hoja  () y estructura random coil (r) y turn-coil (t). 
4.2.2 Acoplamiento molecular 
El archivo original de la estructura 5FXH del NMDAR con subunidades GluN1/GluN2B se 
descargó de la base de datos PDB y fue depurado por MOE, eliminando los cofactores y 
resolviendo problemas del receptor, tales como residuos incompletos, impedimentos 
estéricos entre residuos y espacios a lo largo de la estructura. Así mismo se asignaron 
átomos de hidrógeno y cargas formales a pH 7.0, para finalmente minimizar la energía del 
NMDAR, empleando los parámetros predeterminados por el programa [Protonación: 
Electrostatics: GB/VI, Cutoff (A): 15, Dielectric: 2, Solvent: 80, van der Waals: 800R3, Cutoff 
(A): 10, Cargas Parciales: Method: Gaisteiger (PEOE), Minimización Energía: Forcefield: 
Amber10:EHT; R-Field 1:80; Cutoff [8,10],Constrains: Rigid Water Molecules, Gradient: 0.1 
RMS kcal/mol/A2]. Los ligandos a ser evaluados se modelaron por PyMol, obteniendo la 
estructura en formato PDB, que posteriormente se procesarían en MOE. El mismo proceso 
de protonación, adición de cargas formales y minimización se realizó para la preparación 
de los ligandos (mismos parámetros), refinando además la flexibilidad, permitiendo las 
torciones en la cadena principal del péptido y limitando las rotaciones de los enlaces amida 
y guanidino. 
 
Una vez obtenido un sitio de interacción plausible, según los resultados obtenidos entre el 
NMDAR y la Con-G, se realizaron modificaciones sobre la secuencia de la neurotoxina, 
para la generación de moléculas derivadas, empleando un barrido o scan de glicinas y la 
mutación puntual en los residuos y modificaciones puntuales sobre los residuos con mayor 
cambio en el score de energía libre, G, obtenido en el acoplamiento molecular por 
AutoDock Vina. A su vez, se llevó a cabo el acoplamiento molecular de las moléculas 
estudiadas previamente, EAR16 y EAR18.  
 
El acoplamiento molecular se llevó a cabo en AutoDock Vina, seleccionando la estructura 
5FXH como macromolécula y como ligando las moléculas a evaluar. Posteriormente se 




S2 o Dock2010). El acoplamiento resultante generó 10 posibles conformaciones de la 
molécula sobre el receptor, enlistadas por el RMSD y la energía libre calculada del 
complejo Receptor-Ligando (G en kcal/mol), medida indirecta de la afinidad del ligando 
por el receptor (94). Finalmente, el complejo del receptor y la conformación del ligando 
resultante se analizó por Discovery Studio Modeling Environment, obteniendo las 
diferentes interacciones no enlazantes entre el ligando y el sitio de unión definido en el 
NMDAR. 
4.3 Resultados 
4.3.1 Dicroísmo circular 
Los datos de elipticidad molar [θ] se obtuvieron entre 260 y 190nm para los péptidos 
EAR16 y EAR18 (Figura 4-1). En el espectro de dicroísmo circular, para los dos péptidos, 












Figura 4-1: Espectro de dicroísmo circular para EAR16 y EAR18. 
En el espectro se logra apreciar los dos mínimos a aproximadamente 205 y 225nm, característicos de 
secuencias con estructura secundaria tipo alfa helicoidal. 
 
El proceso de datos por deconvolución permite asignar un valor numérico a la estructura 
secundaria a partir del espectro obtenido. Los valores predominantes para los péptidos, en 
los tres diferentes programas, son  helicales () con un alto componente random (r) (Tabla 
4-1). Bajo las condiciones trabajadas, los porcentajes alfa helicales son favorecidos y 
demuestran un alto grado helicoidal en los péptidos. 
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Tabla 4-1: Porcentajes de estructura secundaria para los péptidos EAR16 y EAR18. 
Tipos de estructuras: : alfa hélice, : hoja beta, t: turn, r: random. Por las deconvoluciones realizadas con tres 
softwares diferentes (SELCON3, CONTINLL y CDSSTR), se concluye que las secuencias EAR16 y EAR18 
tienen un alto porcentaje de estructura secundaria tipo alfa helicoidal. 
4.3.2 Acoplamiento molecular 
La estructura 5FXH del NMDAR se analizó por MOE, encontrándose diversos problemas 
en la estructura, como espacios en la estructura (gaps), impedimentos estéricos (clashes), 
átomos perdidos (missing atoms) e hibridizaciones incorrectas. Posterior al refinamiento 
de la estructura, el 5FXH mantuvo 66 problemas de impedimentos estéricos que no 
pudieron corregirse (Tabla 4-2). La estructura minimizada se empleó para los acoples 
moleculares. La molécula Con-G obtenida por PDB, 1ONU, se refino mediante MOE, 
minimizando la estructura tridimensional (Tabla 4-2: Estructuras NMDAR trabajadas). 
 
Para definir un posible sitio de unión se limitó el Gridbox a la subunidad GluN2B del 
NMDAR, que corresponde a las cadenas B y D del 5FXH. Tres experimentos se llevaron 
a cabo, modificando en cada uno las dimensiones del Gridbox para incluir al sitio de unión 
del glutamato (GluPocket), el sitio de unión de Con-G reportado (Dock2010) y toda la 
región S2 del receptor (S2) (Tabla 4-4).  
 
La mayoría de los resultados obtenidos para S2 y GluPocket se ubican entre las cadenas 
B y C, definiendo un posible sitio de unión. En Dock2010, a pesar de que se encuentran 
las conformaciones de menor energía libre, debido a la alta cantidad de puentes de 
hidrógeno, la cantidad de interacciones no favorables aumenta considerablemente. El 
mínimo de interacciones no favorables encontrado para los resultados de Dock2010 fue 
de tres, de característica negativo-negativo, es decir, cercanía de un grupo negativo del 
ligando con un grupo negativo del receptor.  
 
 
SELCON3 CONTINLL CDSSTR 
ESTRUCTURA  (%) (%) t(%) r(%)  (%) (%) t(%) r(%)  (%) (%) t(%) r(%) 
EAR16 32.3 17.3 18.4 32 40 9.3 14.7 36.1 40.2 17.8 15.7 26.3 






Estructura 5FXH 5FXH minimizado 
Fuente PDB MOE 
Átomos perdidos 2655 0* 
Hibridización incorrecta 0 0 
Clash 0 66 
Gaps 24 24 
Tabla 4-2: Estructuras NMDAR trabajadas. 
5FXH: estructura tridimensional de NMDAR en conformación no activa, de Rattus norvegicus y obtenida por 
criomicroscopía electrónica. Los gaps no pueden corregirse porque el método no resolvió estos segmentos del 
receptor. Los clashes son impedimentos estéricos que no pudieron solucionarse. 
 
  
Estructura 1ONU Con-G minimizada 
Fuente PDB MOE 
Átomos perdidos  0 0 
Hibridización incorrecta 4 4 
Clash 0 0 
Gaps 0 0 
Tabla 4-3: Estructuras Con-G trabajadas. 
1ONU: estructura de la conantokina G (Con-G), de Conus geographus y obtenida por RMN. 
 
 GluPocket Dock2010 S2 
CENTRO 
x 195.108 189.885 203.6 
y 171.859 150.085 169.192 
z 167.778 161.554 169.689 
TAMAÑO 
x 60 60 70 
y 70 60 70 
z 60 80 100 
Tabla 4-4: Parámetros de la caja de cribado para acoplamiento moleculares. 
Se estudiaron las tres regiones determinadas en literatura: pocket de Glu, simulado con la subunidad GluN2B 
y el dominio S2 extracelular.  
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De los resultados de acople molecular se obtuvieron las interacciones entre ligando y 
receptor, descartándose las configuraciones con más de dos interacciones desfavorables 
y aquellas que no se ubicaran en el sitio de unión entre las cadenas B y C, determinado 
por los experimentos S2 y GluPocket; así mismo, configuraciones que no tuvieran 
interacción con los residuos de referencia (Anexo: Acoplamiento molecular).  
 
Ligando Energía (kcal/mol) Favorables No favorables 
Con-G 
-7.5 25 2 
-7.4 27 1 
-7.4 35 1 
-7.4 52 1 
-7.4 50 1 
-7.2 26 2 
-7.3 55 0 
Tabla 4-5: Resultados de acoplamiento molecular para Con-G 
La conformación más favorable es de -7.5kcal/mol y contiene 25 interacciones favorables y 2 no favorables. 
 
El posible sitio de unión, definido por los resultados de S2 y GluPocket, se emplea para 
realizar un scan de glicinas, modificando cada uno de los residuos de Con-G por el 
aminoácido Gly, con el fin de reconocer qué residuo de la neurotoxina posiblemente 
interviene más en la interacción ligando-receptor. Se evidenció un cambio importante en 
la afinidad por el sitio de unión definido previamente al modificar los residuos 3, L11 y 












Figura 4-2: Resultados de energía de afinidad para el scan de glicinas 
































































































Los cambios se realizaron por similaridad química del residuo. Debido a que la mutación 
del gama carboxiglutamato por aspartato (3_D) ya se había considerado en el banco de 
datos manejado por Reyes (20), se modifican únicamente los residuos L11 y R13: L11_I y 
L11_F, variación por residuos hidrofílicos, R13_H y R13_K variación por residuos básicos. 
Por acoplamiento molecular se encontraron 8 conformaciones de menor energía que 









Tabla 4-6: Resultados de acoplamiento molecular para modificaciones de Con-G. 
Las energías libres de las modificaciones puntuales son de menor magnitud a las simuladas para Con-G (-
7.5kcal/mol) 
4.3.4 Péptidos EAR16 y EAR18 
Empleando las secuencias de EAR16 y EAR18 se realizaron acoples moleculares de estos 
péptidos sobre el sitio de unión. Para EAR16 se encontraron 7 conformaciones que 
cumplían con la ubicación y las interacciones establecidas en GluN2B. Por su parte, para 
EAR18 se obtuvieron 8 configuraciones por acoplamiento molecular que cumplen la 
ubicación sobre el receptor y las interacciones con GluN2B. 
Ligando Energía (kcal/mol) Favorables No favorables 
EAR16 
-8.1 36 2 
-7.9 28 1 
-7.9 25 0 
-7.8 34 0 
-7.8 27 1 
-7.4 30 2 
-7.2 23 2 
Mutación Energía (kcal/mol) Favorable No favorable 
L11_F 
-6.9 26 2 
-6.7 26 2 
L11_I -7.2 27 2 
R13_H 
-6.8 22 2 
-6.8 21 1 
R13_K 
-7.0 24 2 
-6.8 24 1 
-6.7 29 1 
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Ligando Energía (kcal/mol) Favorables No favorables 
EAR18 
-8 41 2 
-7.9 32 2 
-7.7 36 2 
-7.6 31 1 
-7.5 23 1 
-7.3 34 2 
-6.8 27 2 
-6.6 25 1 
-6.5 21 0 
 
Tabla 4-7: Resultados de acoplamiento molecular para los péptidos EAR16 y EAR18. 
Los valores máximos de estas simulaciones con los péptidos (EAR16: -8.1kcal/mol, EAR18: -8.0kcal/mol) 
tienen una magnitud mayor a la de la Con-G (-7.5kcal/mol) 
4.4 Análisis de resultados 
4.4.1 Dicroísmo circular 
Los espectros de alfa helicales en dicroísmo circular muestran dos mínimos, en 220 y 
208nm y un máximo en 193nm (101) (Figura 4-3). Los péptidos EAR16 y EAR18 muestran 
un comportamiento similar en los espectros de dicroísmo bajo las condiciones trabajadas. 
 
  
Figura 4-3: Espectros de dicroísmo circular para cuatro estándares de estructura secundaria. Modificado de 
(102). 
La estructura alfa hélice (rojo) tiene dos mínimos en 205 y 225nm, aproximadamente, y un máximo en 190nm. 
La estructura hoja beta (verde) tiene un mínimo en 215 y un máximo en 200nm, aproximadamente. La 
estructura random (azul) tiene un mínimo en 200 y dos máximos en 185 y 215nm, aproximadamente. La 





Según lo reportado por Reyes y colaboradores (20), a partir de las simulaciones 
empleadas, los péptidos tienen un comportamiento semi-helical, sin llegar a ser del todo 
favorable la estructura secundaria de -helice. Así mismo, denotaron que el 
comportamiento de Con-G es una mezcla de -helice y hélices 310 para que cumpla su 
función antagonista; sin embargo, por estudios de dicroísmo circular no es posible 
establecer diferencias entre los dos tipos de estructuras (103). A pesar de esto, la evidencia 
encontrada por dicroísmo circular y los valores de las estructuras secundarias obtenidos 
por deconvolución, demuestran un comportamiento de mayor prevalencia -helice y 
random coil, como se observa en la disminución en magnitud del mínimo en 208nm, de los 
péptidos EAR16 y EAR18, atribuyéndoles una estructura parcialmente helicoidal. 
4.4.2 Acople molecular 
Por los resultados de acoplamiento molecular se definieron dos posibles sitios de unión 
entre el ligando Con-G y el NMDAR. A partir del análisis de interacciones favorables 
(puentes de hidrógeno, interacción electrostática e hidrofóbica) y no favorables 
(enfrentamientos entre dos grupos cargados negativamente, dos positivamente, dos 
donores de hidrógeno o dos aceptores de hidrógeno) se depuró la librería de péptidos 
generada por el acoplamiento molecular. Las interacciones se obtuvieron por Discovery 
Studio Modeling Environment, sin tener en cuenta las interacciones intramoleculares del 
ligando.  
 
En el sitio de unión establecido por los resultados de GluPocket y S2 se determina entre 
las subunidades GluN2B (cadena B) y GluN2A (cadena C) de la estructura 5FXH. Los 
residuos que corresponden al sitio activo para la unión del glutamato (GluPocket: H486, 
S512, T514, R519, S690, T691, Y731, D732) (33) y los requeridos para la interacción Con-
G y NMDAR, según evidencia experimental (M739 y K755) (18), se emplearon como 
referencias para definir las conformaciones aceptadas. El aminoácido K755 del GluN2B se 
observó en 9 de los 40 resultados obtenidos de Con-G de las simulaciones GluPocket y 
S2. 
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Un segundo sitio de unión, establecido por los resultados de Dock2010, se encontró entre 
las subunidades GluN2B (cadena B) y GluN2A (cadena A). Los resultados de este 
experimento se descartaron inicialmente por el número de interacciones no favorables 
entre el ligando y el receptor; adicionalmente, al analizar las interacciones que favorecen 
la unión en estas simulaciones, no se observó ninguno de los residuos referencia. Así 
mismo, no se encontraron interacciones con los residuos propuestos en acoplamientos 
previos (Dock2010: E420, S421, D423, K458, D715) (93), por lo cual ninguna de las 
conformaciones obtenidas en este segundo sitio de unión se tuvo en cuenta en los 
resultados. 
 
Al analizar los puentes de hidrógeno, principales interacciones en las uniones tipo receptor-
ligando, se observó el predominio de interacciones con los residuos E531, S753 y K755 
de la subunidad GluN2B, mientras que los residuos Q817 y S821 contribuyen a las 
interacciones entre el ligando y GluN1. 
 
Por la aproximación de acoplamiento molecular se identificó un posible sitio de interacción 
entre la Con-G y el NMDAR, definido entre las interfaces de la subunidad GluN2B y GluN1. 
Así mismo se observó que los residuos especulados en acoplamientos moleculares 
previos, así como los que definen el sitio de unión a glutamato no brindan no se encuentran 
en las interacciones entre el ligando y el NMDAR tetramérico, debido a que los resultados 
de acoplamientos moleculares previos (Dock2010) comprendían únicamente la subunidad 
GluN2B y Con-G, y porque el sitio de unión al glutamato se mantiene restringido en la 
estructura empleada, impidiendo la interacción con una molécula peptídica.  
4.4.3 Modificaciones 
A partir del scan de glicinas se identificaron tres residuos que modifican la energía libre de 
la interacción de la Con-G y el sitio de unión definido previamente: 3, L11 y R13. Se llevó 
a cabo la modificación de todos los residuos gama carboxiglutamato () por aspártico, tal 
como lo realizó Reyes previamente, incluyendo el residuo 3. Para las modificaciones en 
los residuos L11 y R13 se emplearon aminoácidos de característica química similar (L11_I, 





Por los resultados previos de Con-G se reconocen las interacciones hidrofóbicas de la 
Leu11 (K805 - L11, L736 - L11 y A740 - L11) y múltiples interacciones de puentes de 
hidrogeno de R13 (S753 - R13, E807 - R13 y E531 - R13). Después de analizar los 
resultados de las modificaciones, se observó la interacción entre F11 y K755 (F11 - K755), 
mientras que se observa un aumento en el número de interacciones en las que interviene 
la K13; en las modificaciones de I11 e H13 no se observan estos comportamientos, 
descartándose como modificaciones favorables para este estudio. 
Así mismo, al comparar los resultados de Con-G (-7.5kcal/mol) con las modificaciones 
propuestas (L11_F: -6.9kcal/mol, R13_K: -7.0kcal/mol), se observa una disminución 
considerable del score de energía libre, ligado indirectamente con la afinidad del ligando 
por el sitio de unión. Debido a esta diferencia de magnitud de G, las modificaciones 
propuestas pueden tener una menor afinidad sobre el receptor y no cumplirían 
eficientemente con el efecto antagonista deseado en la subunidad. 
4.4.4 Péptidos EAR16 y EAR18 
Para EAR16 y EAR18, los resultados demuestran una alta afinidad entre los péptidos y el 
sitio de unión definido entre GluN2B y GluN1. Sin embargo, las magnitudes de G 
muestran una aparente mayor afinidad hacia el sitio de unión por parte de los péptidos 
(EAR16: -8.1kcal/mol, EAR18: -8kcal/mol) que de la neurotoxina (Con-G: -7.5kcal/mol). 
Este resultado puede estar dado por la estructura secundaria que se obtienen en los 
acoplamientos moleculares. La modificación general de los péptidos (_D) disminuye el 
número de grupos funcionales con cargas negativas en el ligando, lo que indirectamente 
disminuirá las interacciones no favorables con grupos negativos del receptor. Las 
modificaciones en la secuencia por lo tanto modificarán la estructura secundaria del 
péptido al momento de interactuar con el receptor y favorecerán las interacciones de 
EAR16 y EAR18 con GluN2B en la simulación. Se evidencia en la Figura 4-4 la 
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Con-G minimizada Con-G simulada EAR16 EAR18 Ligando 
 -7.5 -8.1 -8 Energía(kcal/mol) 
 
Figura 4-4: Comparación de conformaciones obtenidas por acoplamiento molecular. 
La distorsión de las conformaciones obtenidas en la simulación de acoplamiento molecular determina la amplia 
diferencia con respecto a la conformación de Con-G simulada. 
 
Estas conformaciones obtenidas para EAR16 y EAR18 no solo modifican 
considerablemente la aparente estructura secundaria, sino que evidencian un aumento en 
la afinidad por el sitio de unión definido por las simulaciones GluPocket y S2 para este sitio 
de unión propuesto.  
 
Los resultados obtenidos permiten definir un posible sitio de unión entre la neurotoxina y 
el receptor NMDAR, encontrándose que esta interacción puede suceder entre las 
interfaces de las subunidades GluN1 y GluN2B, sin una contribución de los residuos que 
hacen parte del sitio de unión del glutamato. Sin embargo, las conformaciones de los 
péptidos EAR16 y EAR18 no evidencian una estructura secundaria cercana a la obtenida 
para Con-G ni a la estructura original de la neurotoxina. En parte, este resultado no 
concuerda con las evidencias experimentales que demuestran un efecto antagonista 
selectivo de los péptidos por el NMDAR y, por lo tanto, se esperaría un mayor parentesco 






5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
 Por la síntesis planteada, se obtuvieron los péptidos EAR7, EAR16 y EAR18. El 
péptido EAR16 se obtuvo con una especie de menor peso molecular que no se 
pudo purificar. La deleción de N17 se propuso para la especie de menor peso 
molecular obtenida con EAR16; este residuo, por estudios previos sobre la Con-G, 
no debe tener un efecto en la afinidad de la molécula por el GluN2B de NMDAR.  
 En la síntesis se definió la mezcla de scavengers 93.5% TFA, 3%EDT, 2.5% H2O 
y 1%TIS como coctel de desanclaje, disminuyendo efectivamente la desprotección 
incompleta de los péptidos. 
 Los estudios por imagen de calcio demuestran un efecto contundente del EAR16 
in vitro en neuronas de hipocampo, que se evidencia en los experimentos con 
presencia del péptido a condiciones normales (EAR16R+), y en las fases de hipoxia 
(EAR16H+R°) y reoxigenación (EAR16H+R+) en el modelo OGD. Este efecto 
puede corresponder al incremento de bombas SERCA en las células, respuesta 
neuroprotectora endógena en las neuronas, manteniendo la eficiencia del 
mecanismo de regulación del calcio, y que se evidenció en los diferentes 
parámetros estudiados.  
 El EAR16 mantiene la viabilidad relativa de las células in vitro en el experimento 
control (EAR16R+), pero no en las neuronas sometidas a hipoxia. A pesar de este 
resultado, se reconoce el efecto del péptido sobre el mecanismo de regulación de 
calcio y su capacidad de mantener la integridad de este posterior a la deprivación 
de oxígeno y glucosa. 
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 Por su parte, el EAR18 no mostró un efecto benéfico para neuronas de hipocampo 
en cultivos in vitro, disminuyendo la viabilidad celular relativa en todos los 
experimentos con la presencia del péptido. Sin embargo, el péptido modifica la 
capacidad de las neuronas de hipocampo de controlar el calcio intracelular, 
manteniendo la expresión de las bombas SERCA en los experimentos 
EAR18H+R+ y EAR18H°R+, luego de 24 horas de reoxigenación. 
 El acoplamiento molecular de 5FXH modificado por MOE y la Con-G reveló un 
posible sitio de unión definido entre las subunidades GluN2B y GluN1 del NMDAR. 
Sin embargo, múltiples ensayos en este sitio de unión demostraron una baja 
correlación entre las estructuras secundarias simuladas y los datos de dicroísmo 
circular, así como con la evidencia experimental reportada previamente. 
5.2 Recomendaciones 
 A pesar de no encontrarse mayores inconvenientes en la síntesis de los péptidos 
en fase sólida, se sugiere un mayor tiempo de desanclaje, debido a la presencia de 
residuos de arginina, cuyo grupo protector es bastante estable en condiciones 
ácidas. Para el desanclaje y la desprotección de este tipo de péptidos se 
recomienda el uso de scavengers con mayor afinidad por los carbocationes y con 
presencia de grupos tiol o aromáticos, así como una mayor proporción de los 
reactivos del coctel. 
 Para confirmar los comportamientos tanto de EAR16 como de EAR18, es necesario 
realizar experimentos de farmacodinámica que involucren la inhibición de proteínas 
relacionadas con la regulación, de mitocondria, de membrana y de síntesis de 
proteínas, para definir un posible mecanismo de acción. Adicionalmente, con esto 
se ampliaría el estudio de las vías de activación o inhibición génica que ocurren al 
bloquearse el NMDAR con estos antagonistas. De igual manera hay que considerar 
la actividad de los péptidos en conjunto (EAR16+EAR18) y la sinergia que pueden 
tener entre sí o con otros compuestos enfocados a neuroprotección. En este tipo 
de experimentación es recomendable el uso de rodajas o slices de hipocampo in 
vitro, para poder delimitar claramente las células del giro dentado (GD), CA3 y CA1, 




generan la misma respuesta en todas las células. Además, este tipo de estudios 
ofrecen un ambiente más cercano al real para las neuronas y revelan resultados 
más cercanos a lo que ocurre fisiológicamente. 
 Para el péptido EAR7 se sugiere un estudio de localización celular, con el fin de 
determinar su blanco de interacción y definir un posible mecanismo de acción del 
mismo en las neuronas sometidas a isquemia in vitro.  
 Para las simulaciones por acoplamiento molecular es recomendable el uso de 
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A. Anexo: Asignación a señales m/z 
de los extractos crudos de EAR16, 
EAR18 y EAR7 
Posibles especies según la señal m/z para el extracto crudo de EAR16 
m/z Posible Especie 
1,516.71 -(D+I+D+N) 
1,631.72  -(D+I+D) 
 -(D+D+N) 
 -(D+I+N) 
1,860.93  -(D/N/I) 
1,975.00  PM: 1973.98 
2,024.05  -(D/N/I) + Pbf 
2,138.11  +Pbf 
 -(D/N/I) +Pbf + tBu(x2) 
2,175.03  -(D/N/I) +Pbf + tBu(x2) + K+ 
 -(D/N/I) +Pbf + tBu(x3) -Agua 
 -(D+I+D+N) + Pbf + Boc + tBu(x3) + Trt – Agua 
2,289.15  -(D/N/I) +Pbf + tBu (x4) + K+ 
 -(D/N/I) +Pbf + Trt + Na+ 
 +Pbf +tBu(x3) - Agua 
 -D -I +Pbf + Trt + tBu(x2) +Na+ 
 -D -N +Pbf + Trt + tBu(x2) +Na+ 
 -D -D +Pbf + Trt + tBu(x2) +Na+ 








Posibles especies según la señal m/z para el extracto crudo de EAR18 
m/z Posible Especie 
1,867.88 -(D/I) 
1,981.94 PM: 1980.96 
2,030.97 +Pbf 
2,145.04 -(D/I) + Pbf 
 
Posibles especies según la señal m/z para el extracto crudo de EAR18 
 
m/z Posible Especie 
1,107.71  -(E/K) 
 -F + Agua 
1,236.75 PM: 1236.367 
1,270.77  -(E/K) + Pbf 
 -F + Agua + Pbf 
 -R + Pbf + Na+ 
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B. Anexo: Análisis estadístico 
Tabla 1. Linea base: H°R° (4h), H°R° (24h) y R° 
ANOVA 1 via   
 
  KCl1 KCl2 KCl+TG 
F 11.84 10.59 4.896 
P value < 0,0001 < 0,0001 0.0079 
P value summary **** **** ** 
Are differences among 
 means statistically significant? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes 
R square 0.05397 0.04858 0.02305 
  
Brown-Forsythe test       
F (DFn, DFd) 
6,200 (2, 
415) 
8,866 (2, 415) 
4,997 (2, 
415) 
P value 0.0022 0.0002 0.0072 
P value summary ** *** ** 
Significantly different standard deviations? 
(P < 0.05) 
Yes Yes Yes 
 






KCl1 H°R° 4h vs. KCl1 R° 0.06885 
0,01628 to 
0,1214 
Yes ** 0.0074 
KCl1 H°R° vs. KCl1 R° 0.06316 
0,03199 to 
0,09433 
Yes **** < 0,0001 
KCl1 H°R° vs. KCl1 H°R° 4h -0.005686 
-0,05979 to 
0,04842 
No ns 0.9609 
KCl2 H°R° 4h vs. KCl2 R° 0.08587 
0,03280 to 
0,1389 
Yes *** 0.0007 
KCl2 H°R° vs. KCl2 R° 0.05211 
0,02064 to 
0,08358 
Yes *** 0.0005 
KCl2 H°R° vs. KCl2 H°R° 4h -0.03376 
-0,08839 to 
0,02086 
No ns 0.2887 
KCl+TG H°R° 4h vs. KCl+TG R° 0.04863 
-0,001683 to 
0,09894 
No ns 0.0599 
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG R° 0.03677 
0,006943 to 
0,06660 
Yes * 0.0124 
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG H°R° 4h -0.01186 
-0,06364 to 
0,03992 





Tabla 1. Linea base: H°R° (4h), H°R° (24h) y R° (Continuación) 
t test pareado de dos 
colas 
KCl1 R° KCl2 R° KCl1 H°R° 4h KCl2 H°R° 4h KCl1 H°R° KCl2 H°R° 
vs, vs, vs, vs, vs, vs, 
KCl2 R° KCl+TG R° KCl2 H°R° 4h 
KCl+TG H°R° 
4h 
KCl2 H°R° KCl+TG H°R° 
P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 











Number of pairs 222 222 38 38 158 158 
 
How big is the 
difference? 
 
Mean of differences -0.02504 -0.05789 -0.04207 -0.02065 -0.01399 -0.04256 
SD of differences 0.02672 0.04339 0.02361 0.01816 0.02882 0.02288 















R square 0.4687 0.6414 0.7654 0.5706 0.1917 0.7768 
 





0.9842 0.9579 0.9762 0.979 0.9725 0.9833 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 0.05) 
No No No No No No 
       
Tabla 2. Amplitud de Pico (P): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° 
ANOVA 1 via       
  KCl1 KCl2 KCl+TG    
F 22.25 21.1 26.99    
P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001    
P value summary **** **** ****    
Are differences among 
 means statistically 
significant? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes    
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Tabla 2. Amplitud de Pico (P): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° (Continuación) 
Brown-Forsythe test       







   
P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001    
P value summary **** **** ****    
Significantly different standard 
deviations? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes    










KCl1 H°R° 4h vs. KCl1 R° 0.03237 
0,006842 to 
0,05789 
Yes ** 0.0098  
KCl1 H°R° vs. KCl1 R° -0.03523 
-0,05036 to -
0,02009 
Yes **** < 0,0001  
KCl1 H°R° vs. KCl1 H°R° 4h -0.06759 
-0,09386 to -
0,04132 
Yes **** < 0,0001  
KCl2 H°R° 4h vs. KCl2 R° 0.006866 
-0,01579 to 
0,02953 
No ns 0.7251  
KCl2 H°R° vs. KCl2 R° -0.03689 
-0,05033 to -
0,02346 
Yes **** < 0,0001  
KCl2 H°R° vs. KCl2 H°R° 4h -0.04376 
-0,06708 to -
0,02044 
Yes **** < 0,0001  
KCl+TG H°R° 4h vs. KCl+TG R° 0.006923 
-0,01413 to 
0,02797 
No ns 0.6858  
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG R° -0.03882 
-0,05130 to -
0,02634 
Yes **** < 0,0001  





Yes **** < 0,0001  
       
       
t test pareado de dos colas 





KCl1 H°R° KCl2 H°R° 
vs, vs, vs, vs, vs, vs, 








P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0.0094 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** ** **** **** 














Number of pairs 222 222 38 38 158 158 
       
How big is the difference?       
Mean of differences 0.009197 0.01001 0.0347 0.009952 0.01086 0.01194 
SD of differences 0.0224 0.02823 0.0204 0.0224 0.0275 0.01509 
SEM of differences 0.001503 0.001894 0.003309 0.003633 0.002188 0.0012 


















Tabla 2. Amplitud de Pico (P): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° (Continuación) 
How effective was the pairing?       
Correlation coefficient (r) 0.9526 0.9167 0.9621 0.8887 0.8733 0.9183 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant correlation? (P > 0.05) No No No No No No 
 
Tabla 3. Área bajo la curva (A): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° 
ANOVA 1 via       
  KCl1 KCl2 KCl+TG    
F 9.846 7.863 15.94    
P value < 0,0001 0.0004 < 0,0001    
P value summary **** *** ****    
Are differences among 
 means statistically significant? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes    
R square 0.0453 0.03651 0.07133    
       
Brown-Forsythe test       
F (DFn, DFd) 
0,6381 (2, 
415) 
12,69 (2, 415) 
14,38 (2, 
415) 
   
P value 0.5288 < 0,0001 < 0,0001    
P value summary ns **** ****    
Significantly different standard deviations? 
(P < 0.05) 
No Yes Yes    
       
       






KCl1 H°R° 4h vs. KCl1 R° 0.2476 0,1090 to 0,3863 Yes *** 0.0002  
KCl1 H°R° vs. KCl1 R° -0.03536 
-0,1176 to 
0,04685 
No ns 0.5326  
KCl1 H°R° vs. KCl1 H°R° 4h -0.283 
-0,4257 to -
0,1403 
Yes **** < 0,0001  
KCl2 H°R° 4h vs. KCl2 R° -0.004632 
-0,1361 to 
0,1268 
No ns 0.9955  
KCl2 H°R° vs. KCl2 R° -0.1356 
-0,2135 to -
0,05764 
Yes *** 0.0003  
KCl2 H°R° vs. KCl2 H°R° 4h -0.1309 
-0,2662 to 
0,004337 
No ns 0.0594  
KCl+TG H°R° 4h vs. KCl+TG R° 0.1461 
-0,002296 to 
0,2945 
No ns 0.0544  
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG R° -0.1786 
-0,2666 to -
0,09064 
Yes **** < 0,0001  
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG H°R° 4h -0.3248 
-0,4775 to -
0,1720 
Yes **** < 0,0001  
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Tabla 3. Área bajo la curva (A): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° (Continuación) 
t test pareado de dos 
colas 
KCl1 R° KCl2 R° 
KCl1 H°R° 
4h 
KCl2 H°R° 4h KCl1 H°R° KCl2 H°R° 
vs, vs, vs, vs, vs, vs, 








P value 0.0179 0.0878 < 0,0001 0.0003 0.001 < 0,0001 
P value summary * ns **** *** ** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 
Yes No Yes Yes Yes Yes 








Number of pairs 222 222 38 38 158 158 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.03075 0.0361 0.2215 -0.1147 0.06947 0.07916 
SD of differences 0.1921 0.3137 0.1362 0.175 0.2609 0.1519 
SEM of differences 0.01289 0.02105 0.02209 0.02839 0.02075 0.01209 













R square 0.02508 0.01313 0.7311 0.306 0.06662 0.2146 
       
How effective was the 
pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.8823 0.7312 0.9304 0.743 0.7667 0.8743 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant correlation? 
(P > 0.05) 
No No No No No No 
       
Tabla 4. Mitad de banda ancha (B): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° 
ANOVA 1 via       
  KCl1 KCl2 KCl+TG    
F 11.36 1.083 4.705    
P value < 0,0001 0.3395 0.0095    
P value summary **** ns **    
Are differences among 
 means statistically 
significant? (P < 0.05) 
Yes No Yes    








Tabla 4. Mitad de banda ancha (B): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° (Continuación) 
Brown-Forsythe test       







   
P value 0.0001 < 0,0001 0.0216    
P value summary *** **** *    
Significantly different standard 
deviations? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes    
       
Dunnett's multiple comparisons 
test 
Mean Diff, 








KCl1 H°R° 4h vs. KCl1 R° 0.69 
-0,04364 to 
1,424 
No ns 0.0686  
KCl1 H°R° vs. KCl1 R° 0.9145 
0,4795 to 
1,349 
Yes **** < 0,0001  
KCl1 H°R° vs. KCl1 H°R° 4h 0.2245 
-0,5305 to 
0,9795 
No ns 0.7333  
KCl2 H°R° 4h vs. KCl2 R° -0.4513 
-1,263 to 
0,3603 
No ns 0.3603  
KCl2 H°R° vs. KCl2 R° 0.1024 
-0,3787 to 
0,5836 
No ns 0.8509  
KCl2 H°R° vs. KCl2 H°R° 4h 0.5538 
-0,2815 to 
1,389 
No ns 0.2433  
KCl+TG H°R° 4h vs. KCl+TG R° 0.6065 
-0,6244 to 
1,837 
No ns 0.443  
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG R° -0.8245 
-1,554 to -
0,09472 
Yes * 0.0237  
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG H°R° 4h -1.431 
-2,698 to -
0,1641 
Yes * 0.0237  
       
t test pareado de dos colas 





KCl1 H°R° KCl2 H°R° 
vs, vs, vs, vs, vs, vs, 








P value < 0,0001 0.0037 0.0105 0.0003 0.42 0.272 
P value summary **** ** * *** ns ns 














Number of pairs 222 222 38 38 158 158 
       
How big is the difference?       
Mean of differences -0.6821 -0.6888 0.4592 -1.747 0.1299 0.2381 
SD of differences 2.206 3.5 1.049 2.695 2.02 2.715 
SEM of differences 0.148 0.2349 0.1702 0.4371 0.1607 0.216 













R square 0.08764 0.03746 0.1644 0.3014 0.004147 0.007681 
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Tabla 4. Mitad de banda ancha (B): H°R° (4h), H°R° (24h) y R° (Continuación) 
How effective was the pairing?       
Correlation coefficient (r) 0.4553 0.2817 0.6155 -0.07887 0.4958 0.472 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0.3189 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** ns **** **** 
Significant correlation? (P > 0.05) No No No Yes No No 
       
Tabla 5. Linea base tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, EAR18H°R+ y 
EAR7H+R° 



























P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 






t=5,351 df=68 t=11,49 df=68 t=8,167 df=75 t=12,25 df=75 
Number of pairs 134 134 69 69 76 76 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.04157 -0.04099 -0.01465 -0.0367 -0.03359 -0.05326 
SD of differences 0.03868 0.02231 0.02274 0.02652 0.03586 0.0379 















R square 0.5378 0.7727 0.2963 0.6602 0.4707 0.6668 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.9527 0.9834 0.9848 0.981 0.9585 0.9502 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 
0.05) 








Tabla 5. Linea base tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, EAR18H°R+ y 
EAR7H+R° (Continuación) 



























P value < 0,0001 < 0,0001 0.2266 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** ns **** **** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 









Number of pairs 76 76 91 91 131 131 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences 0.01778 -0.02205 -0.002925 -0.04578 -0.01837 -0.03501 
SD of differences 0.03637 0.02195 0.02292 0.03913 0.02306 0.03268 















R square 0.195 0.5055 0.01621 0.5806 0.39 0.5364 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.8834 0.9581 0.987 0.9722 0.9733 0.9311 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 
0.05) 
No No No No No No 
       



























P value 0.0007 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary *** **** **** **** **** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 













Number of pairs 116 116 119 119 94 94 
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Tabla 5. Linea base tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, EAR18H°R+ y 
EAR7H+R° (Continuación) 
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.006919 -0.03134 -0.01468 -0.02031 -0.01297 -0.01989 
SD of differences 0.02133 0.02837 0.02989 0.03867 0.02786 0.01993 















R square 0.09598 0.5518 0.1957 0.2177 0.1796 0.5016 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.9846 0.9781 0.9788 0.9631 0.971 0.9859 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 0.05) 
No No No No No No 
       
Tabla 6. Amplitud de Pico (P) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° 



























P value < 0,0001 0.7263 0.0021 0.0655 0.0001 < 0,0001 
P value summary **** ns ** ns *** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 






t=3,191 df=68 t=1,872 df=68 t=4,009 df=75 t=5,143 df=75 
Number of pairs 134 134 69 69 76 76 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences 0.02235 0.0008382 0.007254 0.006846 0.01412 0.01684 
SD of differences 0.02418 0.02766 0.01888 0.03038 0.03069 0.02855 





















Tabla 6. Amplitud de Pico (P) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.916 0.856 0.9618 0.8813 0.9042 0.8636 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 
0.05) 
No No No No No No 
       



























P value 0.0301 0.5017 < 0,0001 0.0024 0.0003 < 0,0001 
P value summary * ns **** ** *** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 
Yes No Yes Yes Yes Yes 











Number of pairs 76 76 91 91 131 131 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.003298 0.001125 0.01029 0.007315 0.007437 0.01008 
SD of differences 0.01301 0.01453 0.0174 0.0223 0.02266 0.01999 















R square 0.06116 0.006041 0.261 0.09813 0.09794 0.2041 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.9246 0.9059 0.9453 0.8933 0.7935 0.8306 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 
0.05) 
No No No No No No 
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Tabla 6. Amplitud de Pico (P) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 



























P value 0.0073 < 0,0001 0.0004 0.7507 < 0,0001 0.0502 
P value summary ** **** *** ns **** ns 
Significantly different? 
(P < 0.05) 













Number of pairs 116 116 119 119 94 94 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences 0.004207 0.01348 0.009419 -0.0009324 0.01421 0.006117 
SD of differences 0.0166 0.02447 0.02799 0.03194 0.029 0.02988 















R square 0.06083 0.2343 0.1025 0.0008589 0.1953 0.04062 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.96 0.894 0.8995 0.8263 0.9296 0.9029 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 
0.05) 
No No No No No No 
       
ANOVA 1 via       
  KCl1 KCl2 KCl+TG    
F 8.412 9.635 13.53    
P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001    
P value summary **** **** ****    
Are differences 
among 
 means statistically 
significant? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes    






Tabla 6. Amplitud de Pico (P) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 
Brown-Forsythe test       
F (DFn, DFd) 
6,218 (4, 
694) 
11,12 (4, 694) 
7,513 (4, 
694) 
   
P value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001    
P value summary **** **** ****    
Significantly different standard 
deviations? (P < 0.05) 
Yes Yes Yes    
       
Dunnett's multiple 
comparisons test 







KCl1 H°R° vs. KCl1 R° -0.03523 
-0,05179 to -
0,01866 
Yes **** < 0,0001  
KCl1 EAR16 R+ vs. KCl1 R° -0.0003935 
-0,01780 to 
0,01702 
No ns > 0,9999  
KCl1 EAR18 R+ vs. KCl1 R° -0.02036 
-0,04017 to -
0,0005486 
Yes * 0.0418  
KCl1 EAR7 H+R° vs. KCl1 R° -0.009397 
-0,02898 to 
0,01019 
No ns 0.5862  
KCl2 H°R° vs. KCl2 R° -0.03689 
-0,05166 to -
0,02213 
Yes **** < 0,0001  
KCl2 EAR16 R+ vs. KCl2 R° -0.01354 
-0,02906 to 
0,001976 
No ns 0.1066  
KCl2 EAR18 R+ vs. KCl2 R° -0.02145 
-0,03910 to -
0,003788 
Yes * 0.0112  
KCl2 EAR7 H+R° vs. KCl2 R° -0.01441 
-0,03187 to 
0,003046 
No ns 0.1378  
KCl+TG H°R° vs. KCl+TG R° -0.03882 
-0,05251 to -
0,02514 
Yes **** < 0,0001  





No ns 0.871  





Yes * 0.0187  





No ns 0.3169  
       
t test no pareado de dos colas 
KCl1 R° KCl1 R° KCl2 R° KCl2 R° KCl+TG R° KCl+TG R° 















P value 0.9583 0.3089 0.0543 0.096 0.5067 0.175 
P value summary ns ns ns ns ns ns 
Significantly different? (P < 
0.05) 
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Tabla 6. Amplitud de Pico (P) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 
How big is the 
difference? 
      




































































R square 0.000007745 0.003297 0.01042 0.008802 0.001247 0.005849 
       
F test to compare 
variances 




1,126, 93, 221 
1,880, 221, 
133 
1,051, 221, 93 
1,576, 221, 
133 
1,235, 221, 93 
P value 0.009 0.4802 < 0,0001 0.7965 0.0044 0.2447 
P value summary ** ns **** ns ** ns 
Significantly 
different? (P < 
0.05) 
Yes No Yes No Yes No 
       
t test no pareado de 
dos colas 
KCl1 H°R° KCl2 H°R° KCl+TG H°R°    







   
P value 0.0344 0.0055 0.0002    
P value summary * ** ***    
Significantly 
different? (P < 
0.05) 
Yes Yes Yes    
t, df t=2,127 df=247 t=2,800 df=247 t=3,752 df=247    
       
How big is the 
difference? 
      











   





























   







Tabla 6. Amplitud de Pico (P) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 
F test to compare variances       
F,DFn, Dfd 1,012, 90, 157 1,811, 90, 157 1,448, 90, 157    
P value 0.9356 0.0011 0.0434    
P value summary ns ** *    
Significantly different? (P < 0.05) No Yes Yes    
       
Tabla 7. Área bajo la curva (A) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° 



























P value < 0,0001 0.0019 0.3781 0.2654 0.0057 0.0866 
P value summary **** ** ns ns ** ns 
Significantly different? 
(P < 0.05) 












Number of pairs 134 134 69 69 76 76 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences 0.1386 -0.07006 0.02284 0.03324 0.1056 0.05979 
SD of differences 0.1666 0.256 0.2139 0.2459 0.323 0.3002 















R square 0.411 0.07017 0.01144 0.01821 0.09768 0.03865 
       
How effective was the 
pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.7683 0.5542 0.8604 0.6896 0.7542 0.7047 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant correlation? 
(P > 0.05) 
No No No No No No 
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Tabla 7. Área bajo la curva (A) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 



























P value < 0,0001 0.0306 0.0005 < 0,0001 0.7743 < 0,0001 
P value summary **** * *** **** ns **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 











Number of pairs 76 76 91 91 131 131 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.1199 -0.03318 -0.07474 0.1022 -0.004637 0.0786 
SD of differences 0.2244 0.1312 0.197 0.2344 0.1846 0.2001 















R square 0.2244 0.06082 0.127 0.1613 0.000635 0.1346 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.5596 0.8084 0.8155 0.7869 0.719 0.7303 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant 
correlation? (P > 0.05) 
No No No No No No 
       



























P value 0.0262 < 0,0001 0.0006 0.0285 0.0292 0.9522 
P value summary * **** *** * * ns 
Significantly different? 
(P < 0.05) 


















Tabla 7. Área bajo la curva (A) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, EAR18H+R+, 
EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.03118 0.07291 0.06636 -0.04282 0.05883 -0.001374 
SD of differences 0.1491 0.178 0.2041 0.2107 0.2575 0.2217 















R square 0.04223 0.1447 0.09638 0.04 0.05012 0.0000388 
       
How effective was the 
pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.8787 0.8165 0.8013 0.7334 0.8267 0.7858 
P value (one tailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** **** **** **** **** **** 
Significant correlation? 
(P > 0.05) 
No No No No No No 
       
Tabla 8. Mitad de ancho de banda (B) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, 
EAR18H+R+, EAR18H°R+ y EAR7H+R° 



























P value < 0,0001 < 0,0001 0.5031 0.4483 0.3689 0.015 
P value summary **** **** ns ns ns * 
Significantly different? 
(P < 0.05) 












Number of pairs 134 134 69 69 76 76 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences 1.721 -1.951 0.1816 -0.3808 -0.2354 -1.033 
SD of differences 3.151 3.722 2.241 4.148 2.27 3.62 















R square 0.2311 0.2168 0.00662 0.00848 0.01078 0.07629 
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Tabla 8. Mitad de ancho de banda (B) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, 
EAR18H+R+, EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 
How effective was the 
pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.08301 -0.00192 0.7379 0.2098 0.5168 0.3258 
P value (one tailed) 0.1702 0.4912 < 0,0001 0.0418 < 0,0001 0.002 
P value summary ns ns **** * **** ** 
Significant correlation? 
(P > 0.05) 
Yes Yes No No No No 
       



























P value 0.1507 0.225 < 0,0001 0.1472 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary ns ns **** ns **** **** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 











Number of pairs 76 76 91 91 131 131 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences -0.3376 -0.5411 -0.8425 -0.4717 -2.037 1.765 
SD of differences 2.027 3.855 1.119 3.077 3.788 4.008 













1,073 to 2,458 
R square 0.02734 0.01957 0.3644 0.02321 0.2257 0.1635 
       
How effective was the 
pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.4726 0.002551 0.8566 0.3938 0.2226 0.2612 
P value (one tailed) < 0,0001 0.4913 < 0,0001 < 0,0001 0.0053 0.0013 
P value summary **** ns **** **** ** ** 
Significant correlation? 
(P > 0.05) 






Tabla 8. Mitad de ancho de banda (B) tratamientos EAR16R+, EAR16H+R°, EAR16H+R+, EAR16H°R+, EAR18R+, EAR18H+R°, 
EAR18H+R+, EAR18H°R+ y EAR7H+R° (Continuación) 



























P value 0.819 0.0008 0.0359 < 0,0001 0.0966 0.0024 
P value summary ns *** * **** ns ** 
Significantly different? 
(P < 0.05) 











Number of pairs 116 116 119 119 94 94 
       
How big is the 
difference? 
      
Mean of differences 0.03141 -1.074 0.383 -1.628 -0.4244 -0.897 
SD of differences 1.475 3.368 1.969 3.755 2.452 2.786 















R square 0.0004574 0.09299 0.03675 0.1594 0.0294 0.09484 
       
How effective was 
the pairing? 
      
Correlation coefficient 
(r) 
0.6305 0.2177 0.5424 0.05564 0.3966 0.5984 
P value (one tailed) < 0,0001 0.0094 < 0,0001 0.2739 < 0,0001 < 0,0001 
P value summary **** ** **** ns **** **** 
Significant correlation? 
(P > 0.05) 
No No No Yes No No 
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C. Anexo: Clasificación de células 
por cultivo y tratamiento en imagen 
de calcio 

























































C1 R° 8 0 28 9 45 11 
C1 H°R°(4h) 9 0 36 2 47 11 
C1 R° 16 0 29 18 63 12 
C1 H°R° 0 1 64 14 79 12 
C1 EAR16 R+ 1 0 32 16 49 14 
C1 EAR16 H+R+ 6 0 31 1 38 15 
C1 EAR18 H°R+ 5 0 26 14 45 17 
C1 EAR18 H+R° 14 0 27 0 41 17 
C1 EAR18 H+R+ 0 0 30 14 44 17 
C2 R° 0 0 38 7 45 17 
C2 H°R° 15 0 14 7 36 17 
C2 EAR16 R+ 1 0 33 3 37 17 
C2 EAR18 R+ 5 3 26 9 43 17 
C2 EAR18 H+R° 13 2 25 1 41 18 
C2 EAR18 H+R+ 24 0 17 1 42 18 
C2 EAR7 H+R° 14 0 33 1 48 18 
C2 EAR16 H+R+ 5 0 12 0 17 19 






























































C2 EAR16 H+R° 12 0 7 4 23 19 
C2 EAR18 H°R+ 12 0 25 3 40 19 
C2 EAR18 H°R+ 19 0 12 3 34 20 
C2 EAR18 H+R° 3 1 36 12 52 20 
C2 EAR18 R+ 5 0 34 7 46 20 
C2 EAR7 H+R° 1 0 26 5 32 20 
C3 H°R° 3 0 19 2 24 14 
C3 EAR7 H+R° 5 0 20 9 34 15 
C3 EAR16 H+R° 17 4 19 5 45 15 
C3 R° 4 2 19 1 26 17 
C3 EAR16 H+R+ 12 0 5 0 17 18 
C3 EAR18 H+R+ 21 0 13 8 42 18 
C3 EAR16 H° R+ 11 0 3 2 16 18 
C3 H°R° 11 0 5 0 16 18 
C5 R° 14 5 32 20 71 9 
C5 H°R° 3 0 33 21 57 9 
C5 EAR18 H°R+ 13 1 20 16 50 10 
C5 EAR16 H+R+ 24 0 14 13 51 10 
C5 EAR18 H+R+ 19 0 27 6 52 10 
C5 EAR18 R+ 20 4 6 9 39 10 
C5 EAR16 H° R+ 15 0 34 3 49 11 
C5 EAR18 H+R° 29 0 15 15 59 11 
C5 EAR16 H+R° 20 0 30 4 54 11 
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D. Anexo: Acoplamiento molecular 
























Con-G Energía (kcal/mol) -7.5 
 









Puente Salino 1 
Electrostático 4 
Puente Hidrógeno 11 




Con-G Energía (kcal/mol) -7.4 
 
B:LYS755:NZ - A:7:OE1 










Puente Hidrógeno 16 


































Con-G Energía (kcal/mol) -7.4 
 
B:LYS755:NZ - A:7:OE2 










Puente Hidrógeno 18 
Puente Hidrogeno CH 9 
Hidrofóbica 2 
Neg-Neg 1 
Con-G Energía (kcal/mol) -7.3 
 









Puente Salino 3 
Electrostático 9 
Puente Hidrógeno 27 
Hidrofóbica 3 
Con-G Energía (kcal/mol) -7.2 
 
B:LYS755:NZ - A:7:OE2 










Puente Hidrógeno 12 
Puente Hidrogeno CH 7 
Hidrofóbica 2 
Neg-Neg 1 
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EAR16 Energía (kcal/mol) -8.1 
 
B:LYS755:NZ - A:ASP3:OD2 









Puente salino 1 
Electrostático 2 
Puente Hidrógeno 23 




EAR16 Energía (kcal/mol) -7.9 
 
B:LYS755:NZ - A:ASP3:OD2 









Puente salino 1 
Electrostático 1 
Puente Hidrógeno 18 
Puente Hidrogeno CH 6 
Hidrofóbica 2 
Aceptor-Aceptor 1 
EAR16 Energía (kcal/mol) -7.9 
 
B:LYS755:NZ - A:ASP3:OD2 









Puente salino 1 
Electrostático 3 
Puente Hidrógeno 15 
Puente Hidrogeno CH 4 
Hidrofóbica 2 
EAR16 Energía (kcal/mol) -7.8 
 
B:LYS755:HN - A:ASP3:OD2 









Puente salino 1 
Electrostático 3 
Puente Hidrógeno 20 


















EAR16 Energía (kcal/mol) -7.8 
 
B:LYS755:HN - A:ASP3:OD1 
B:LYS755 - A:LEU5 
 
Electrostático 2 
Puente Hidrógeno 14 
Puente Hidrogeno CH 9 
Hidrofóbica 2 
Neg-Neg 1 
EAR16 Energía (kcal/mol) -7.4 
 









Puente salino 1 
Electrostático 5 
Puente Hidrógeno 15 




EAR16 Energía (kcal/mol) -7.2 
 









Puente salino 1 
Electrostático 3 
Puente Hidrógeno 11 
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EAR18 Energía (kcal/mol) -8.0 
 
 
B:LYS755:HZ2 - A:ASP4:OD1 









Puente salino 4 
Electrostático 4 
Puente Hidrógeno 15 
Puente Hidrogeno CH 13 
Hidrofóbica 5 
Neg-Neg 2 
EAR18 Energía (kcal/mol) -7.9 
 
 









Puente salino 3 
Electrostático 4 
Puente Hidrógeno 11 
Puente Hidrogeno CH 11 
Hidrofóbica 3 
Neg-Neg 2 
EAR18 Energía (kcal/mol) -7.7 
 
B:LYS755:HZ2 - A:ASP7:OD1 
B:LYS755:HE1 - A:ASP7:OD1 
B:LYS755:NZ - A:TYR5 









Puente salino 3 
Electrostático 3 
Puente Hidrógeno 13 















EAR18 Energía (kcal/mol) -7.6 
 
 
B:LYS755:NZ - A:TYR5 









Puente salino 3 
Electrostático 4 
Puente Hidrógeno 9 
Puente Hidrogeno CH 7 
Hidrofóbica 8 
Neg-Neg 1 
EAR18 Energía (kcal/mol) -7.5 
 









Puente salino 1 
Electrostático 1 
Puente Hidrógeno 12 
Puente Hidrogeno CH 5 
Hidrofóbica 4 
Donor-Donor 1 
EAR18 Energía (kcal/mol) -7.3 
 
B:LYS755:HZ2 - A:ASP7:OD2 
B:LYS755:HE1 - A:ASP7:OD2 
B:LYS755:NZ - A:TYR5 









Puente salino 2 
Electrostático 1 
Puente Hidrógeno 15 
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EAR18 Energía (kcal/mol) -6.8 
 
 
B:LYS755:NZ - A:ASP7:OD2 
B:LYS755:HN - A:TYR5:O 
B:LYS755:HZ2 - A:ASN17:OD1 










Puente Hidrógeno 16 




EAR18 Energía (kcal/mol) -6.6 
 










Puente Hidrógeno 14 
Puente Hidrogeno CH 6 
Hidrofóbica 2 
Donor-Donor 1 
EAR18 Energía (kcal/mol) -6.5 
 









Puente salino 1 
Electrostático 3 
Puente Hidrógeno 9 

























































































1   -7.5 25 2 
2   -7.4 27 1 
3   -7.4 35 1 
4   -7.2 26 2 
5   -7.2 22 3 
6   -7.1 23 3 
7   -7.1 29 3 
8   -7.1 32 4 
9   -7 24 1 
10   -6.9 20 7 
1   -7.2 40 11 
2   -7.2 41 7 
3   -7.2 42 12 
4   -7.1 50 8 
5   -7.1 43 8 
6   -7 47 9 
7   -6.9 49 7 
8   -6.8 35 4 
9   -6.8 51 4 
10   -6.7 19 2 
Con-G (GluPocket) 
1   -7.4 43 7 
2   -7.2 45 4 
3   -6.9   
4   -6.8 45 6 
5   -6.8 39 8 
6   -6.6   
7   -6.4 36 3 
8   -6.3   
9   -6.3   
10   -6.3   
1   -7.7 55 4 
2   -7.3 55 0 
3   -6.8 53 3 
4   -6.1 46 6 
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5   -6.1   
6   -6.1 48 5 
7   -6.1   
8   -6 39 4 
9   -5.9 32 3 
10   -5.8   
Con-G (Dock2010) 
1   -7.9 40 3 
2   -7.6 33 14 
3   -7.5 49 4 
4   -7.2 37 12 
5   -7.1 43 14 
6   -6.9 44 5 
7   -6.9 50 4 
8   -6.9 47 4 
9   -6.8 46 3 
10   -6.8 37 4 
L11_F 
1   -7.6 30 6 
2   -7.3 24 3 
3   -7.2 28 2 
4   -7.1 31 4 
5   -7 27 2 
6   -6.9 26 2 
7   -6.9 19 6 
8   -6.8 26 5 
9   -6.7 26 2 




























































































1   -7.3 28 4 
2   -7.3 26 6 
3   -7.2 21 5 
4   -7 21 2 
5   -7 30 4 
6   -7 19 3 
7   -7 24 2 
8   -6.8 22 2 
9   -6.8 21 1 
10   -6.7 18 2 
L11_I 
1   -7.5 27 4 
2   -7.5 31 10 
3   -7.4 28 3 
4   -7.3 32 6 
5   -7.3 30 4 
6   -7.2 26 0 
7   -7.2 27 2 
8   -7.1 37 4 
9   -7 29 3 
10   -7 22 3 
R13_K 
1   -7.3 30 4 
2   -7.1 17 0 
3   -7 24 2 
4   -6.9 30 4 
5   -6.8 26 5 
6   -6.8 24 1 
7   -6.8 32 5 
8   -6.7 25 1 
9   -6.7 31 3 
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1   -7.7 36 3 
2   -7.4 30 2 
3   -7.4 31 4 
4   -7.4 23 3 
5   -7.3 23 3 
6   -7.2 20 8 
7   -7.2 34 1 
8   -7.2 23 2 
9   -7.1 19 3 
10   -7.1 26 3 
1   -8.1 36 2 
2   -7.9 28 1 
3   -7.9 25 0 
4   -7.8 34 0 
5   -7.8 27 1 
6   -7.7 23 4 
7   -7.7 27 4 
8   -7.7 26 3 
9   -7.6 23 4 

























































































1   -7.3 23 4 
2   -7.2 27 5 
3   -6.9 27 2 
4   -6.8 27 2 
5   -6.7 22 6 
6   -6.6 22 3 
7   -6.6 25 1 
8   -6.5 21 0 
9   -6.3 18 1 
10   -6.3   
1   -7.6 28 3 
2   -7.5 23 1 
3   -7.4 33 3 
4   -7.3 27 7 
5   -7.3 34 2 
6   -7.2 26 3 
7   -7.2 31 4 
8   -7.1 25 3 
9   -7.1 20 4 
10   -7 24 1 
1   -8 41 2 
2   -8 25 0 
3   -8 30 4 
4   -7.9 32 2 
5   -7.9 26 3 
6   -7.8 24 4 
7   -7.7 36 2 
8   -7.6 24 3 
9   -7.6 31 1 
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